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1.1 Die Verfügbarkeit von CO2 für die Photosynthese 
 
Untersuchungen fossiler Cyanobakterien-Funde führten zu der Vermutung, dass bereits vor ca. 
3,5 Milliarden Jahren prokaryotische Organismen mit der Fähigkeit zu oxygener Photosynthese 
auf der Erde existierten (CATLING et al. 2001; BRASIER et al., 2002; SCHOPF et al., 2002; konträr 
dazu: SUMMONS et al., 1999). Proteinvergleiche bei rezenten Cyanobakterien lassen darauf 
schließen, dass die Ribulose-bisphosphat-Carboxylase-Oxygenase (Rubisco; EC 4.1.1.39), das 
Schlüsselenzym der photosynthetischen CO2-Assimilation, damals bereits katalytisch aktiv 
vorlag (RAVEN,1997a; b); umgeben von einer vorherrschend reduzierenden Erdatmosphäre, in 
der der Sauerstoff als Substrat zur Ausbildung einer signifikanten Oxygenase-Aktivität der 
Rubisco fehlte. Dabei ist davon auszugehen, dass die Carboxylase-Aktivität der Rubisco 
aufgrund der im Vergleich zu heute vermutlich 100-fach höheren CO2-Konzentration der 
Atmosphäre im Sättigungsbereich lag (RAVEN, 1997c).  
In der rezenten Erdatmosphäre beträgt die CO2-Konzentration nur noch etwa 0,035 Volumen-
prozent. Molekularer Sauerstoff (O2) liegt hingegen zu 21% vor, so dass beide Substrate um das 
aktive Zentrum der Rubisco konkurrieren und eine Oxygenase-Aktivität unter diesen Umständen 
unvermeidlich ist (EDWARDS und WALKER, 1983). 
Etwa 15% der terrestrischen Pflanzen zeigen - vermutlich als Anpassung an die geringe CO2-
Konzentration der Atmosphäre - spezifische Mechanismen (CAM, C4), die die Wirkung des O2 
auf die Rubisco überwinden, indem die CO2-Konzentration in unmittelbarer Nähe des Enzyms 
erhöht und folglich die Photorespiration unterdrückt wird (SAGE, 2001). 
 
Im Gegensatz zu terrestrischen Pflanzen stehen aquatische photoautotrophe Organismen generell 
vor dem Problem einer vergleichsweise geringen Verfügbarkeit von CO2 für die Photosynthese. 
Zwar ist die Konzentration der im Wasser gelösten anorganischen Kohlenstoffverbindungen 
(CO2, HCO3
- und CO3
2-) mit etwa 2 bis 2,3 mmol pro Liter (im Gleichgewicht mit Luft, bei 
15°C) und einem für Seewasser üblichen pH-Bereich zwischen 7.8 bis 8.2 relativ hoch (MADSEN 
und SAND-JENSEN, 1991), jedoch liegt das Dissoziationsgleichgewicht unter diesen Bedingungen 
stark auf der Seite der ionischen Ci (anorganischer Kohlenstoff)-Spezies. Bei pH 8.2 liegen 91% 
des DIC (dissolved inorganic carbon) als Hydrogencarbonat vor (FORSTER und DRING, 1992). 
Die Konzentration des gelösten CO2 beträgt, mit einem DIC-Anteil von 0,5-1%, hingegen 




in der Luft vorkommt, verringert sich aber mit abnehmender Wassertemperatur (BEARDALL und 
ROBERTS, 1999). Dem gegenüber steht eine O2-Konzentration in Seewasser von ungefähr       
250 mM (FALKOWSKI und RAVEN, 1997). 
Als Substrat für die Rubisco dient ausschließlich CO2 (RAVEN,1970). Während ein Teil mariner 
Pflanzen neben CO2 zusätzlich HCO3
- photosynthetisch nutzt, ist kein Beispiel einer direkten 
CO3
2--Nutzung bei marinen photoautotrophen Organismen bekannt (BOWES, 1987; MARBERLY, 
1992). 
Anders als CO2 und H2CO3 können ionische Ci-Spezies nicht durch Zellmembranen diffundieren 
(GUTKNECHT et al., 1977). Die nicht katalysierte Umwandlung von Hydrogencarbonat zu 
Kohlendioxid verläuft zudem so langsam, dass bei photosynthetischer Aktivität der Pflanze 
keine ausreichend schnelle CO2-Nachlieferung erfolgen kann (BADGER,1987). 
Ein entscheidender Faktor, der die Verfügbarkeit von CO2 in aquatischen Systemen beeinflußt, 
ist die Diffusionsgeschwindigkeit von Gasen, die im Wasser 10000-fach geringer als in Luft ist 
(RAVEN et al., 1985; LEEGOOD, 2002). Außerdem können unbewegte Grenzschichten an der 
Pflanzenoberfläche auftreten, die (besonders bei geringer Fließgeschwindigkeit) bei größeren 
Wasserpflanzen auf bis zu 500 µm anwachsen können und damit dicker sind, als die 
entsprechenden Grenzschichten in Luft (SAND-JENSEN et al., 1985; GONEN et al. 1995). 
 
 
1.2 Ci-Akquisition bei marinen Makroalgen 
 
Trotz eingeschränkter CO2-Verfügbarkeit in aquatischen Ökosystemen tragen marine 
photoautotrophe Organismen mit bis zu 50×1015 g fixiertem Kohlenstoff pro Jahr beinahe zur 
Hälfte der Primärproduktion der Erde bei (RAVEN, 1997d); ein Anteil von 12% entfällt davon auf 
marine Makroalgen (RAVEN, 1997d). 
Viele marine Makroalgen zeigen Charakteristika, die man von C4-Pflanzen kennt. Sie zeichnen 
sich durch einen niedrigen, O2-unempfindlichen CO2-Kompensationspunkt sowie einen hohen 
pH-Kompensationpunkt aus (COLMAN, 1984; JOHNSTON und RAVEN, 1986). Geringe 
Photorespirationsraten und photosynthetische O2-Insensitivität sind weit verbreitet (REISKIND et 
al., 1989). 
Aufgrund dieser Merkmale sowie der hohen CO2-Fixierungsrate wurde vermutet, dass marine 
Makroalgen über Mechanismen einer aktiven Ci-Akkumulation verfügen (RAVEN, 1997d). 
Tatsächlich ist seit längerem bekannt, dass marine Makroalgen die Fähigkeit besitzen, HCO3
-, 
dessen Konzentration in natürlichem Seewasser weit über der von CO2 liegt, als externe Ci-




1989; LARSSON und AXELSSON, 1999). Einige von ihnen decken auf diese Art sogar bis zu 98% 
ihrer Gesamtkohlenstoff-Aufnahme (SAND-JENSEN und GORDON, 1984). Da Hydrogencarbonat-
Anionen Zellmembranen nicht mittels Diffussion passieren können, müssen entsprechende 
Transportmechanismen vorausgesetzt werden. Ein solches HCO3
--transportierendes 
Anionenaustauscherprotein, welches denen von Erythrocyten ähnelt, konnte beispielsweise für 
Ulva lactuca sowie die Rotalge Gracilaria gaditana nachgewiesen werden (DRECHSLER und 
BEER, 1991; ANDRÍA et al., 1999). 
Eine weitere - meist zusätzliche - Möglichkeit der Limitierung der Photosynthese aufgrund der 
geringen Verfügbarkeit von CO2 in aquatischen Systemen entgegenzuwirken, stellt die 
Akquisition von Ci unter Einsatz von Carboanhydrasen (CA) dar. Für Ulva rigida und 
Enteromorpha intestinalis (Chlorophyta), Ascophyllum nodosum (Phaeophyta) und Gracillaria 
tenuistipitata, Chondrus crispus sowie Bostrychia scorpioides (Rhodophyta) konnten 
extrazelluläre Carboanhydrasen nachgewiesen werden, die die Dehydrierung von HCO3
- zu CO2 
an der Außenseite der Zellmembran katalysieren (siehe auch GIORDANO und MARBERLY, 1989). 
Das dabei entstehende CO2 kann anschließend (im Gegensatz zu HCO3
-) durch Diffusion in die 
Zelle gelangen und so zur Erhöhung der Photosyntheserate beitragen (COLMAN, 1991; BJÖRK et 
al., 1992; HAGLUND et al., 1992; LARSSON et al., 1997; MERCADO und NIELL, 1999). Für 
Laminaria saccharina zeigten AXELSSON et al. (2000), dass durch die Gabe von Acetazolamid 
(Inhibitor extrazellulärer Carboanhydrasen) und Protonen-Puffern die HCO3
--Nutzung der Alge 
fast vollständig gehemmt werden kann. Sie postulierten, dass durch einen aktiven Transport von 
Protonen nach außen in unmittelbare Nähe externer Carboanhydrasen die Dehydrierung von 
HCO3
- gefördert, und so die Verfügbarkeit von CO2 für die Photosynthese erhöht wird. Anhand 
nachfolgender Inhibitionsstudien wurde ein vergleichbarer Mechanismus unter Beteiligung einer 
periplasmatischen Carboanhydrase sowie einer Protonen-Pumpe (P-Typ H+-ATPase) für die 
Rotalge Coccotylus truncatus vorgeschlagen (SNOEIJS et al., 2002). Eine weitere Variante der Ci-
Akquisition wurde durch den Nachweis sowohl einer externen Carboanhydrase als auch eines 
membrangebundenen HCO3
--Transportproteins bei der Rotalge Eucheuma denticulatum 
aufgedeckt (GRANBOM und PEDERSÉN, 1999). 
Die meisten marinen Makroalgen zeigen auch Aktivitäten intrazellulärer Carboanhydrasen 
(GIORDANO und MARBERLY, 1989), die im Cytoplasma gelöst oder mit der 
Chloroplastenmembran assoziiert nachgewiesen werden konnten (BJÖRK et al., 1992; HAGLUND 
et al., 1992). Diese katalysieren u.a. die Umwandlung von aktiv in die Zelle aufgenommenem 




Neben den Mechanismen zur Nutzung von Hydrogencarbonat konnten für einige andere Algen 
Charakteristika eines C4-Metabolismus nachgewiesen werden.  
Für Udotea flabellum (Chlorophyta) wurde neben den zu Anfang erwähnten Eigenschaften 
typischer C4-Pflanzen eine der Rubisco äquivalente Aktivität von Phosphoenolpyruvat-
Carboxykinase (PEPCK) gezeigt. Durch Einsatz von 3-Mercaptopikolin-Säure (spezifischer 
Inhibitor der PEPCK) wurde die Photosyntheserate um 70% reduziert und deutlich empfindlicher 
für Sauerstoff. Außerdem registrierte man bei Malat und Apartat als früh markierten 
Photosyntheseprodukten eine Abnahme um 66% während die Konzentration der Intermediate 
des Glycolatweges um das dreifache anstiegen. Wegen geringer Dunkelfixierungsraten konnte 
das Vorliegen eines CAM-Stoffwechsels ausgeschlossen werden (REISKIND et al. 1988; 
REISKIND und BOWES, 1991). Aufgrund der Lokalisation der Rubisco in den Chloroplasten und 
der PEPCK im Cytosol wurde auf eine den terrestrischen C4-Pflanzen vergleichbare Form der 
Photosynthese geschlossen. 
In früheren Untersuchungen an marinen Braunalgen wurden - parallel zu stark ausgeprägten 
PEPCK-Aktivitäten - hohe Raten lichtunabhängiger CO2-Fixierung nachgewiesen (KERBY und 
Evans, 1983b) und die Existenz eines C4-Metabolismus vermutet. Dieser Interpretation wurde 
hingegen für Laminaria- und Fucus-Arten aufgrund einer direkten Korrelation zwischen 
Mannitol-Abbau und nichtphotosynthetischer CO2-Fixierung widersprochen (KREMER, 1981a). 
Der PEPCK wurde eine primär anaplerotische Funktion zugewiesen. 
Aufgrund der Fähigkeit von Fucus vesiculosus sowohl in CO2-freiem Wasser als auch in CO2-
freier Luft die Photosynthese für einen Zeitraum von ungefähr zwei Stunden aufrecht zu erhalten 
wurde auf das Vorliegen sowohl eines anorganischen als auch eines organischen 
Kohlenstoffspeichers geschlossen. Dabei wurde die Fixierung von CO2 in den organischen Pool 
im Licht als C4-ähnlicher Vorgang interpretiert, während das langsame Entlassen des CO2 aus 
dem Speicher als CAM-Merkmal eingestuft wurde (KAWAMITSU und BOYER, 1999). 
 
 
1.3 C4-Syndrom bei Diatomeen 
 
Wie andere Phytoplankton bildende Klassen scheinen auch Diatomeen (Bacillariophyceae) in 
der Regel ihren CO2-Bedarf auf dem "klassischen" Weg eines - wenn auch bis dato biochemisch 
weitgehend unaufgeklärten - CO2-Konzentrierungsmechanismus zu decken (RAVEN, 1997e). So 
konnte mit Hilfe der 14C-Silikonöl-Zentrifugationstechnik der Nachweis eines Kohlenstoff-




RAVEN, 1996) und Skeletonema costatum (COLMAN und ROTATORE, 1995) erbracht werden. 
FIELDING et al. (1998) zeigten, dass in Thalassiosira pseudonana ein CCM durch geringe DIC-
Konzentrationen im Außenmedium induziert wird. REINFELDER et al. (2000; siehe auch 
RIEBESELL, 2000) postulierten einen C4-Photosynthese-Weg für die marine Diatomee 
Thalassiosira weissflogii. 
Für die Ausführung möglicher Carboxylierungs- bzw. Decarboxylierungsreaktionen machten sie 
sowohl eine Phosphoenolcarboxylase (PEPC)- als auch eine PEPCK-Aktivität für unter CO2- 
und Zn-armen (Carboanhydrasen katalysieren zinkabhängig die Umwandlung von HCO3
- in 
CO2) Bedingungen angezogenen Zellen verantwortlich. Weiterhin ergab sich aus 
14C-
Kurzzeitmarkierungsexperimenten Malat als erstes Markierungsprodukt (nach fünf Sekunden) 
und in weiterführenden pulse-chase-Experimenten der Transfer von 14C hauptsächlich zu          
3-Phosphoglycerinsäure und Zuckern. Aus diesen Befunden schlußfolgerten REINFELDER et al., 
dass der überwiegende Anteil der CO2-Assimilation bei CO2- oder Zn-gestressten Zellen von 
Thalssiosira weissflogii über einen C4-Photosynthese-Weg abgedeckt wird. 
Unter anderem aufgrund von Beobachtungen, die für Ascophyllum nodosum (Phaeophyceae) 
gemacht wurden (JOHNSTON und RAVEN, 1987), wo trotz signifikanter 14C-Markierung von C4-
Verbindungen (unter Seewasserbedingungen) das erste 14C-Einbauprodukt (nach ein bis drei 
Sekunden) Phosphoglycerat und nicht Malat war, sowie der Tatsache, dass die PEPCK als 
Decarboxylierungsenzym, zumindest bei C4-Pflanzen, Aspartat gegenüber Malat als Substrat 
bevorzugt (SAGE und MONSON, 1999), erachteten JOHNSTON et al. (2001) die Schlußfolgerung 
des Vorliegens eines C4-Weges von RIEBESELL et al. (aufgrund unzureichender Beweisführung) 
jedoch als verfrüht.  
 
 
1.4 Die Braunalge Ectocarpus siliculosus 
 
Unabhängig von den dargelegten Strategien verschiedener Algen einer CO2-Limitierung der 
Photosynthese unter Wasser entgegenzuwirken konnte für alle dahingehend untersuchten Arten 
der Phaeophyceen gezeigt werden, dass die mit Rotlicht saturierte Photosynthese mit Blaulicht 
zusätzlich stimuliert werden kann (FORSTER und DRING, 1994; SCHMID et al., 1994). Aufgrund 
entsprechender Charakteristika wurde auch dieses Phänomen zunächst mit dem Vorliegen eines 
C4-Metabolismus erklärt (Schmid und Dring, 1996a). Als Modellorganismus zur Klärung der 




gewählt. Diese Alge und ihre der oben angeführten Hypothese zugrundeliegenden 
physiologischen Eigenschaften sollen im Folgenden vorgestellt werden. 
 
Die filamentöse Braunalge Ectocarpus siliculosus gehört der Ordnung der Ectocarpales und 
damit der anatomisch einfachsten Ordnung der Phaeophyceen an.  
Die in Form haariger Büschel angeordneten gelbbraunen Zellfäden sind vorwiegend im 
sublitoralen Bereich von Küsten, aber auch in Gezeitentümpeln oder epiphytisch auf Makroalgen 
wie beispielsweise Fucus serratus oder Chondrus crispus anzutreffen. Die kosmopolitische 
Verbreitung dieser Art reicht von der Arktis (LEE, 1980) über Nordeuropa und das Mittelmeer, 
Island, Grönland und die Nordamerikanische Küste bis nach Australien und Neuseeland 
(MÜLLER, 1979). Die einfachen Zellfäden der Alge wachsen durch Apikalzellenteilung; 
Verzweigungen erfolgen aufgrund diffuser, interkalarer Zellteilungen, wodurch keine deutlich 
hervortretende Hauptachse - als Unterscheidungsmerkmal zu E. fasciculatus - ausgebildet wird 
(RUSSEL, 1966; LÜNING, 1985). 
 
 
Abb. 1.1: Zellfäden (oben) und Ausschnitt eines Zellfadens von E. siliculosus (aus der Kultur Es PAR 1027, Sp.); 




Die im Durchschnitt ca. 10×40 µm großen Zellen enthalten bandförmige, z.T. gelappte 
Chloroplasten mit denen zahlreiche deutlich hervortretende Pyrenoide assoziiert sind.  
Wie viele andere Braunalgen bildet auch E. siliculosus Physoden - mit Polyphenolen 
angereicherte Vakuolen - aus. 
Der Lebenszyklus dieser Art ist schwach hetero-, nahezu isomorph diplohaplontisch. Während 




Zoidangien (temperaturabhängig) entstehen, bilden weibliche und männliche Gametophyten nur 




1.5 Blaulichtstimulation der Photosynthese von E. siliculosus 
 
Die photosynthetische Sauerstoffentwicklung von E. siliculosus zeigt unter sättigender RL-
Bestrahlung eine ausgeprägte circadiane Rhythmik. Die Periodenlänge des freilaufenden 
Rhythmus beträgt ca. 23 Stunden mit einem Maximum um die Mittagszeit. Mit einer 
Phasenverschiebung von ca. fünf Stunden zeigt auch der CO2-Verbrauch diese Rhythmik 
(Schmid und Dring, 1992).  
 
 
Abb. 1.2: Circadiane O2-Entwicklung und CO2-Aufnahme von E. siliculosus unter saturierendem Dauer-RL         
(46 W m-2). Zusätzliche 2-minütige BL-Pulse sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Den Beginn und das Ende der RL-




Wie in Abb. 1.2 dargestellt, ist es möglich, die im Rotlicht saturierte Photosynthese von            
E. siliculosus durch einen kurzen BL-Puls vorübergehend zu stimulieren. Das Ausmaß der 
Stimulation ist dabei von der Phase der Rhythmik abhängig, in der der BL-Puls gegeben wird. 
Befindet sich die Photosyntheserate im Bereich des Maximums der circadianen Rhythmik, so 
erfolgt nur eine geringe Stimulation. Wird hingegen ein Puls im Tal der Rhythmik gegeben, so 




Aufgrund dieser kompensatorischen Blaulichtwirkung ist in Gegenwart von Dauerblaulicht - 
also auch im Weißlicht - keine klare circadiane Rhythmik nachweisbar. 
Die Stimulation der photosynthetischen Sauerstoffentwicklung erfolgt bereits 5 Sekunden nach 
Gabe von BL. Zwar wurde noch kein Aktionsspektrum für die Stimulation der Photosynthese für 
E. siliculosus erstellt, aber entsprechende Spektren existieren für Laminaria saccharina und 
Laminaria digitata, die beide ähnliche BL-Stimulationen wie Ectocarpus zeigen. Aus diesen 
ergibt sich ein für BL-Rezeptoren typisches Aktionsspektrum mit einem Maximum bei 460 nm, 
einem Minimum im Bereich von 430 nm und keinerlei Wirkung oberhalb von 520 nm (DRING, 
1989; SCHMID und DRING, 1993b).  
 
 
1.6 Einfluß der Ci-Konzentration auf die Blaulichtstimulation bei  
E. siliculosus 
 
Im normalen Seewasser unterliegt die Photosynthese von Ectocarpus unter saturierenden RL-
Bedingungen einer Limitierung durch Ci. Auf eine Erhöhung der DIC-Konzentration des 
umgebenden Wassers reagiert die Alge mit einer Steigerung ihrer Photosyntheserate. Das 
Ausmaß der Stimulation der O2-Entwicklung durch BL nimmt dabei mit steigender Ci-
Konzentration ab (FORSTER und DRING, 1992). 
Der gleiche Effekt erfolgt durch eine Erniedrigung des pH-Wertes des Seewassers, wodurch das 
Ci-Dissoziationsgleichgewicht auf die Seite des CO2 verlagert wird. Unter diesen Bedingungen 
ist das Ausmaß einer BL-Stimulation der Photosynthese annähernd invers proportional zum 
Logarithmus der freien CO2-Konzentration im Medium (SCHMID und DRING, 1996a; SCHMID et 
al., 1996).  
Sehr niedrige, die Photosynthese stark limitierende DIC-Konzentrationen ( 0,5 mol/l) bewirken 
davon abweichend eine Verminderung der Amplitude der circadianen Rhythmik sowie eine 
veränderte Kinetik der BL-Stimulation (SCHMID und DRING, 1996a; siehe auch SCHMID, 1998). 
Trotzdem unterliegt unter solchen Bedingungen das Ausmaß der BL-Stimulation einer klaren 
circadianen Rhythmik.  
Selbst in Ci-freiem Seewasser konnte die durch BL induzierte Stimulation der Photosynthese mit 
den oben beschriebenen Charakteristika nachgewiesen werden (SCHMID und DRING, 1996a; 
SCHMID et al., 1996). 
Da diese Stimulation nicht auf einer erhöhten Entnahme von Ci aus dem umgebenden Seewasser 




geschlossen, dass Blaulicht die Freisetzung von CO2 aus dem internen Kohlenstoffspeicher 
induziert, während das Auffüllen des Speichers in Abwesenheit von BL - beispielsweise im 
Rotlicht - stattfindet. 
Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass (interne und externe) Carboanhydrasen zwar eine 
effektive Versorgung der Photosynthese mit CO2 gewährleisten, bei E. siliculosus aber keine 
spezifisch blaulichtabhängige Funktion im Ci-Akquisitionssystem besitzen (SCHMID und DRING, 
1996b). 
Bezugnehmend auf diese Charakteristika erstellten SCHMID und DRING (1996a; b) ein Modell 
eines Ci-Akquisitionsmechanismus für E. siliculosus, das von der Existenz eines ähnlich der C4 / 
CAM-Photosynthese zugrundeliegenden Metabolismus ausging. Dabei wurde Malat als 
möglicher Speichermetabolit vorgeschlagen. Als Enzym der nichtphotosynthetischen 
Carboxylierung sollte die unter Braunalgen weit verbreitete PEPCK fungieren. Malat-Enzym 
bzw. ein Isoenzym der PEPCK wurden als mögliches Decarboxylierungs-Enzym diskutiert.  
 
 
Abb. 1.3: Von SCHMID und DRING (1996a) vorgeschlagener Mechanismus zur Kohlenstoff-Akquisition in 
Ectocarpus siliculosus (dünne Pfeile stehen für Stoffwechselreaktionen, dicke für Transportmechanismen;                       
CA = Carboanhydrase) 
 
 
Nachfolgende Untersuchungen zeigten, dass neben NAD+- und NADP+-Malat-Dehydrogenasen 
auch PEPCK und NADP+-Malat-Enzym mit hohen Aktivitäten in der Alge auftreten. Pyruvat-Pi-
Dikinase als vorgeschlagenes PEP-regenerierendes Enzym konnte hingegen nicht detektiert 




SCHMID, 2001). Auch die postulierte BL-Abhängigkeit des Malat-Enzyms bzw. der PEPCK 
zeigte sich nicht. 
Erst im Verlauf dieser Arbeit stellte sich heraus, dass nicht ein organischer, sondern ein 
anorganischer Kohlenstoffspeicher die BL-Stimulation der photosynthetischen 
Sauerstoffentwicklung ermöglicht (SCHMID und HILLRICHS, 2001; HILLRICHS und SCHMID, 
2001). Damit stellte sich verstärkt die Frage nach der Funktion der beiden in solch hohen 
Aktivitäten in der Alge auftretenden Enzyme PEPCK und NADP+-Malat-Enzym. 
 
 
1.7 Das Enzym Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase 
 
Die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase katalysiert die reversible Mononukleotid-abhängige 
Decarboxylierung und Phosphorylierung von Oxalacetat (OAA) zu Phosphoenolpyruvat (PEP) 
und Kohlendioxid: 
OAA  +  Mg
2+
-Nukleosid-Triphosphat              PEP+  Mg2+-Nukleosid-Diphosphat  +  CO2 
Die Verbreitung des Enzyms erstreckt sich von Bakterien und Protoctisten über Pilze bis hin zu 
Pflanzen und Tieren. Dabei sind zwei verschiedene Formen der PEPCK zu unterscheiden. 
Während die eine ausschließlich ATP nutzt, bzw. höhere Aktivitäten bei der Katalyse mit 
Adenin-Nukleotiden zeigt (PEPCK-ATP: EC 4.1.1.49), verwendet die zweite Form Guanin-, in 
einigen Fällen auch Inosin-Nukleotide (PEPCK-GTP: EC 4.1.1.32; UTTER UND KOLENBRANDER, 
1972). Das ATP-abhängige Enzym wurde in Blütenpflanzen, Asco- sowie Basidiomyceten, 
Braun-, Rot- und Grünalgen, Diatomeen, Dinoflagellaten, Kinetoplasten von Trypanosomen und 
zahlreichen Bakterien nachgewiesen. Die GTP-PEPCK tritt dagegen in Säugern, Vögeln, 
Fischen, Insekten, Mollusken, Plattwürmern, Nematoden, Euglena-Arten sowie auch in 
Bakterien auf (WALKER UND CHEN, 2002). 
Der dieser Verbreitung zugrundeliegende evolutionäre Ursprung ist unklar. Während für die 
Enzyme innerhalb ihrer jeweiligen Gruppe (ATP- oder GTP-abhängig) eine signifikante (40-
80%) Aminosäuresequenz-Identität nachgewiesen wurde (LINSS et al., 1993; REYMOND et al., 
1992), zeigte sich keine statistisch signifikante Gesamtsequenz-Homologie (18-20%) beim 
Vergleich der PEPCKs beider Klassen (TRAPANI et al., 2001; MATTE et al., 1997). Trotzdem 
verfügen die Enzyme beider Gruppen über konservierte Motive. Diese treten insbesondere im 
Bereich der Substratbindestellen (für OAA und NTP) auf, bzw. sind an der Interaktion mit 
                                                          




zweiwertigen Metall-Ionen beteiligt, welche bei beiden Enzymtypen unerläßlich für die 
katalytische Funktion sind (LINSS et al.; 1993; MATTE et al., 1997; WALKER und CHEN, 2002). 
Aufgrund der dargelegten Sequenzeigenschaften argumentieren WALKER und CHEN (2002), dass 
die rezenten PEPCK-Formen von einem gemeinsamen Enzymvorläufer ausgehend durch 
divergente Entwicklung entstanden sind. Dabei wird die geringe Gesamtsequenzhomologie 
zwischen den ATP- und GTP-abhängigen Enzymen sowie ihre Art der Verbreitung in den 
verschiedenen Organismen als Hinweis für eine evolutionär sehr früh erfolgte Divergenz 
gewertet. 
Für bislang drei verschiedene Organismen konnte die Kristallstruktur der PEPCK ermittelt 
werden: für die ATP-PEPCK aus Escherichia coli (MATTE et al., 1996) und dem Protoctisten 
Trypanosoma cruzi (TRAPANI et al., 2001) sowie für die GTP-PEPCK des Menschen (DUNTEN et 
al., 2002). Alle drei Enzyme zeigen untereinander eine sehr große Ähnlichkeit in ihrer 
Tertiärstruktur. So ist die PEPCK aus je einer N- und einer C-terminalen Domäne 
zusammengesetzt, die gleichgroß sind und die im nativen Zustand (ohne Substrat) durch eine 
tiefe Spalte voneinander getrennt vorliegen, in der sich das aktive Zentrum des Enzyms befindet. 
Lediglich die Bindestelle für die Nukleotid-Substrate im aktiven Zentrum des Enzyms zeigt 
deutliche Unterschiede zwischen den GTP- und den ATP-abhängigen PEPCKs (DUNTEN et al., 
2002). 
Alle bisher untersuchten GTP-PEPCKs wurden ausschließlich als Monomere identifiziert. 
Demgegenüber reicht die Vielfalt der ATP-abhängigen Enzyme von Monomeren in Bakterien 
wie beispielsweise E. coli (GOLDIE und SANWAL, 1980), Dimeren (z.B. Typanosoma brucei; 
HUNT und KÖHLER, 1995), Tetrameren in Saccharomyces cerevisiae (TOTORA et al., 1985) oder 
einigen Blütenpflanzen (WALKER et al., 1995) bis hin zu einem Hexamer, welches in Urochloa 
panicoides (BURNELL, 1986) nachgewiesen wurde. 
Für das dimere Enzym aus T. cruzi (CYMERYNG et al., 1995) wurde anhand kristallographischer 
Studien gezeigt, dass die Monomer-Monomer Interaktion ausschließlich auf einen kleinen 
Bereich der beiden N-terminalen Domänen beschränkt ist. Dies ermöglicht den freien Zugang 
der Substrate zu den aktiven Zentren des Enzyms sowie eine ungehinderte 
Konformationsänderung der Domänen jeder Untereinheit während der Substratbindung 
(TRAPANI et al., 2001). Im Gegensatz zu Mono- und Dimeren liegen zur räumlichen Anordnung 







1.7.1 Physiologische Rolle der PEPCK 
 
Die zentrale Funktion der PEPCK in Bakterien, Hefe und Vertebraten besteht in der Initiation 
des Gluconeogenese-Stoffwechselweges (UTTER und KOHLENBRANDER, 1972). Dabei ist im Fall 
der Bakterien die Expression der PEPCK in der Regel von der Zusammensetzung des 
Kulturmediums abhängig. Während Gluconeogenesesubstrate wie beispielsweise organische 
Säuren oder Aminosäuren die Bildung der PEPCK fördern, wird sie durch Glucose inhibiert. 
Ausnahmen wurden in E. coli (SAUER et al., 1999), Bacillus subtilis (SAUER et al., 1997) und 
Corynebacterium glutamicum (PETERSEN et al., 2001) gefunden, die PEPCK unter bestimmten 
Bedingungen auch dann ausbilden, wenn die Kultivierung in Anwesenheit von Glucose erfolgt. 
Vergleichbar zur Situation in Bakterien tritt auch die cytosolische PEPCK in Niere und Leber 
(als Hauptort der Gluconeogenese) von Vertebraten nur dann auf, wenn Glucose-Mangel in den 
Zellen besteht. Die Gabe von Glucose führt dabei (aufgrund hormoneller Steuerung der 
Transkription der entsprechenden Gene) zu einem schnellen Verschwinden des Enzyms 
(MCGRANE et al., 1992). 
Neben der cytosolischen konnte auch eine mitochondriale PEPCK in der Leber von Vertebraten 
lokalisiert werden. Diese ist an der Umwandlung von Lactat, welches vor allem bei Muskelarbeit 
in großen Mengen anfällt, zu Zuckern beteiligt (HANSON und PATEL, 1994). Außer als 
Komponente des Gluconeogenese-Reaktionsweges kommt der PEPCK in diesem Fall 
gleichzeitig eine Rolle in der pH-Regulation zu, da die Umwandlung von Lactat zu Zuckern 
einen protonenverbrauchenden Reaktionsschritt darstellt. Die Funktion der PEPCK in 
zahlreichen weiteren Zelltypen von Vertebraten bleibt zu klären (HANSON und PATEL, 1994; 
HANSON und RESTHEF, 1997). 
Auch für Blütenpflanzen wurde die Beteiligung der PEPCK an den Reaktionswegen der 
Gluconeogenese beschrieben. Insbesondere die Samenkeimung wurde hinsichtlich der 
Umwandlung von Aminosäuren und Lipiden zu Zuckern intensiv untersucht und es konnte 
gezeigt werden, dass durch die Inhibierung der PEPCK mit 3-Mercaptopikolinsäure auch die 
Gluconeogenese inhibiert wurde (LEEGOOD and AP REES, 1978). 
Bei Tomaten und Weintrauben werden während der Fruchtreifung organische Säuren über den 
Weg der Gluconeogenese unter Beteiligung der PEPCK zu Zuckern umgewandelt (WALKER et 
al., 1999; FAMIANI et al., 2000). 
Neben der Gluconeogenese stellt der photosyntetische CO2-Konzentrierungsmechanismus bei 
Blütenpflanzen einen zweiten wichtigen Reaktionsweg dar, in den die PEPCK involviert ist. In 




freigesetztes CO2 diffundiert in die Chloroplasten und wird dort durch den Calvin-Zyklus fixiert 
und reduziert (Übersichtsartikel: HATCH, 1987; EDWARDS et al., 2001). Bis vor wenigen Jahren 
wurden C4-Pflanzen aufgrund der Enzyme, welche die Decarboxylierung der C4-Säuren in den 
Bündelscheidenzellen katalysieren, noch in drei verschiedene Typen klassifiziert: den PEPCK-, 
den NAD+-Malat-Enzym- und den NADP+-Malat-Enzym-Typ. FURUMOTO et al., 1999 und 
WINGLER et al., 1999 konnten am Beispiel von Mais zeigen, dass mit dem PEPCK/NADP+-
Malat-Enzym-Typ mindestens ein weiterer zu unterscheiden ist. 
DITTRICH et al. wiesen 1973 nach, dass die PEPCK in großen Mengen in vielen CAM-Pflanzen 
auftritt. Sie zeigten, dass auch CAM-Pflanzen in zwei verschiedene Typen zu untergliedern sind, 
je nachdem, ob PEPCK oder Malat-Enzym während des Tages als Decarboxylierungsenzym der 
organischen Säuren dient. Nachfolgende Untersuchungen bestätigten, dass die PEPCK 
weitverbreitet als Decarboxylase in CAM-Pflanzen eingesetzt wird (BLACK et al., 1996; 
CHRISTOPHER und HOLTUM, 1996). Bei einigen dieser Pflanzen sind die PEPCK und der CAM-
Reaktionsweg durch besondere Bedingungen der Umgebung, beispielsweise Trockenheit, 
induzierbar (LÜTTGE, 1996; BORLAND et al., 1998). 
Neuere immunhistochemische und in situ-mRNA-Hybridisierungs-Untersuchungen ergaben, 
dass die PEPCK außer (wie bereits bekannt) in Blättern von C4- und CAM-Pflanzen sowie dem 
Speichergewebe keimender Samen und einiger Früchte in verschiedenen Geweben oder Zellen 
vieler Blütenpflanzen in besonders großen Mengen vorkommt. Dazu gehören beispielsweise 
Gewebe von Wurzeln, Blütenstielen, sich entwickelnden Samen und Blättern von C3-Pflanzen 
(KIM und SMITH, 1994; WALKER et al., 1999; CHEN et al., 2000; LEA et al., 2000). Im 
Allgemeinen handelt es sich dabei um heterotrophe Zellen, wie beispielsweise Phloem, Xylem-
Parenchym, Pericykel und Trichome (WALKER et al., 1999; CHEN et al., 2000), für die hohe 
Stoffwechselraten anzunehmen sind. Die Funktion der PEPCK in diesen Zellen ist unklar. Erste 
Untersuchungen deuten darauf hin, dass sie an der intrazellulären pH-Regulation dieser am 
Stickstoff-Metabolismus beteiligten Gewebe beteiligt sein könnte.  
 
 
1.7.2 Die Rolle der PEPCK in Algen 
 
Wie bereits erwähnt, tritt die PEPCK auch bei zahlreichen Mitgliedern der phylogenetisch 
uneinheitlichen Gruppe der Algen auf. Während die Funktion der PEPCK in Rotalgen zur Zeit 




Dinoflagellaten-Art die PEPCK als Enzym der CO2-Fixierung im Dunkeln identifiziert werden 
(DESCOLAS-GROS und ORIOL, 1992).  
Wie oben dargelegt, ist die PEPCK der Grünalge Udotea flabellum als Komponente eines CO2-
Konzentrierungsmechanismus zu sehen (REISKIND und BOWES, 1991; 1995), während für das 
Enzym der Diatomee Thalassiosira weissflogii eine anaplerotische Rolle postuliert wurde 
(JOHNSTON et al., 2001). 
Braunalgen verfügen zum Teil über beträchtliche Mengen PEPCK. In Bezug auf den 
Gesamtproteingehalt entspricht der Gehalt der PEPCK mancher Braunanlgen dem in Blättern 
von C4-Pflanzen (JOHNSTON und RAVEN, 1989; WALKER et al., 2002). Da nur geringe bzw. keine 
Aktivitäten weiterer potentieller Carboxylasen wie PEPC, PEP-Carboxytransphosphorylase und 
Pyruvat-Carboxylase in Braunalgen nachgewiesen werden konnten, wurde geschlossen, dass die 
PEPCK in dieser Algengruppe die lichtunabhängige CO2-Fixierung katalysiert (KREMER und 
KÜPPERS, 1977; KERBY und EVANS, 1983b; CABELLO-PASINI und ALBERTE, 2001). Darüber 
hinaus wurde beispielsweise für Ascophyllum nodosum gezeigt, dass die lichtunabhängige 
Fixierung von CO2 im Licht wesentlich höher ist als in Dunkelheit (JOHNSTON und RAVEN, 
1989). Der PEPCK in Laminaria hyperborea wurde eine anaplerotische Rolle von WEIDNER und 
KÜPPERS (1982) zugewiesen. Das Enzym wurde als Carboxylase zur Bildung von Oxalacetat 
(ausgehend von über die Glycolyse metabolisiertem Mannitol) vorgeschlagen, welches zur 
Auffüllung des Citronensäure-Zyklus dienen sollte, um so das Wachstum der Thallusspreiten 
dieser Algenart bei geringen Photosyntheseraten im Frühjahr zu gewährleisten.  
Eine potentielle Rolle der PEPCK im photosynthetischen CO2-Konzentrierungsmechanismus 
von Braunalgen, insbesondere in einem der C4-Photosynthese von höheren Pflanzen ähnlichen 
Weg, wird seit langem diskutiert (WEIDNER und KÜPPERS, 1973; JOSHI et al., 1974; SCHMID und 
DRING, 1996a). Viele der dahingehenden Untersuchungen sprechen jedoch gegen die Existenz 
eines C4-Weges in Braunalgen (siehe KREMER und KÜPPERS, 1977; JOHNSTON, 1991; HILLRICHS 







Das NADP+-Malat-Enzym (NADP+-abhängige decarboxylierende Malat-Dehydrogenase; 
NADP-ME: EC 1.1.1.40) katalysiert die reversible oxidative Decarboxylierung von L-Malat zu 
                                                          
 anaplerotische Reaktionen dienen der Nachlieferung von Zwischenprodukten in den Citratcyclus, die diesem zuvor 




Pyruvat und CO2, verbunden mit der Reduktion von NADP
+ zu NADPH. Als Cofaktor ist ein 
zweiwertiges Metall-Ion essentiell für diese Reaktion (HSU et al., 1976). NADP-ME-Aktivität 
wurde erstmals von OCHOA et al. (1947) aus Taubenleber isoliert. Seitdem konnte das Enzym in 
Bakterien, Hefe, Pilzen, Protoctisten, Pflanzen sowie Tieren, einschließlich des Menschen, 
nachgewiesen werden. Die Konformation des nativen NADP+-Malat-Enzyms reicht vom 
Monomer einiger Bakterien (London et al., 1971) bis hin zum Oktamer bei Escherichia coli 
(SPINA et al., 1970). So liegt das NADP-ME II aus Trypanosoma cruzi als Dimer (AVILAN und 
GARCIA, 1994), die cytosolischen und mitochondrialen Isoformen aus Säugetieren hingegen als 
Tetramere vor (LOEBER et al., 1994a). Für höhere Pflanzen wurde eine Quartärstruktur sowohl 
aus vier als auch aus sechs identischen Untereinheiten für das native Enzym nachgewiesen 
(EDWARDS und ANDREO, 1992; SAITOU et al., 1992; COLOMBO et al., 1997; FERREYRA et al., 
2003). 
Aminosäuresequenzvergleiche zeigten, dass signifikante Sequenzidentitäten der NADP+-Malat-
Enzyme zwischen verschiedenen Organismen bestehen. Beispielsweise teilen die Enzyme des 
Menschen, der Ratte und der Maus 90% Sequenz-Identität (LOEBER et al., 1994a). Selbst 
zwischen dem chloroplastidären NADP+-Malat-Enzym aus Zea mays und dem mitochondrialen 
Enzym des Menschen besteht eine Sequenzidentität von 47% (LOEBER, 1994b). Beim Vergleich 
des Enzyms aus Mais mit dem aus Ratte und Maus ergibt sich sogar eine 49%ige Sequenz-
Identität (ROTHERMEL und NELSON, 1989). Demgegenüber zeigt das Malat-Enzym keine 
erkennbare Sequenz-Homologie zu anderen Dehydrogenasen (einschließlich Malat-
Dehydrogenase) oder Decarboxylasen (XU et al., 1999; YANG et al., 2000). Wie bereits aufgrund 
der weiten Verbreitung und der hohen Aminosäuresequenz-Homologie zu vermuten ist, erfüllt 
das NADP-ME wichtige biologische Funktionen. Die wichtigste physiologische Funktion in 
Tieren besteht in der Bereitstellung von NADPH für die Fettsäurebiosynthese (FRENKEL, 1975; 
GOODRIDGE et al., 1996). In Pilzen konnte eine Beteiligung an der Regulation der Lipid-
Akkumulation nachgewiesen werden (WYNN et al., 1997; WYNN et al., 1999). 
In Pflanzen existieren diverse NADP+-Malat-Enzym-Isoformen. Grundsätzlich ist dabei 
zwischen plastidären und cytoplasmatischen Enzymen zu unterscheiden. Das in den 
Bündelscheidenzellen von C4-Pflanzen lokalisierte Enzym (MAURINO et al., 1997), dessen 
Expression lichtreguliert erfolgt (MAURINO et al., 1996), katalysiert die Decarboxylierung von 
Malat. Dabei freigesetztes CO2 dient der Rubisco als Substrat photosynthetischer Kohlenstoff-
Fixierung. Neuere Untersuchungen ergaben, dass dieses Isoenzym auch eine Rolle bei der 
Reparatur von UV-Schäden spielt (DRINCOVICH et al., 1998; CASATI, et al., 1998). Analog zur 




die Rolle von zumindest einigen im Cytoplasma von CAM-Pflanzen lokalisierten Isoenzymen zu 
sehen (CUSHMAN und BOHNERT, 1997; HONDA et al., 2000). Wie für die plastidäre Isoform aus 
Wurzeln von Mais (MAURINO et al., 2001) wurde für ein cytosolisches Enzym aus Bohnen (C3-
Pflanze) sowie ein chloroplastidäres Enzym in Weizenhalmen eine Korrelation mit der Lignin-
Biosynthese zur zellulären Abwehr beobachtet (SCHAAF et al., 1995). Auch bei der 
Fettsäuresynthese sich entwickelnder Ölsamen spielt das Enzym durch die Lieferung von 
Pyruvat und NADPH eine entscheidende Rolle (SMITH et al., 1992). Desweiteren dient es im 
Cytosol von C3-Pflanzen während der Fruchtreifung zur Bereitstellung der Substrate Pyruvat und 
NADPH (FAMIANI et al., 2000). Aufgrund der weiten Verbreitung in pflanzlichen Geweben 
werden für das NADP+-Malat-Enzym weitere housekeeping-Funktionen, unter anderem auch die 
Aufrechterhaltung des intrazellulären pH, diskutiert (DAVIES, 1986; SAKANO, 1998; SAKANO, 
2001). 
Im Gegensatz zu den zum Teil sehr detailliert dargelegten Funktionsbeschreibungen des NADP+-
Malat-Enzyms in Pflanzen liegen keine vergleichbaren Daten für das Enzym in Braunalgen vor. 
Lediglich für das NADP-ME aus Spatoglossum pacificum wurden einfache Rohextrakt-





Die filamentöse Braunalge E. siliculosus zeigt hohe Aktivitäten der Enzyme PEPCK und 
NADP+-Malat-Enzym. Die zunächst vermutete Rolle beider Enzyme in einem für diese Alge 
postulierten C4/CAM-Metabolismus (SCHMID und DRING, 1996a; b) wurde fraglich, nachdem 
zum einem nicht alle für einen solchen Stoffwechselweg benötigten Enzyme detektiert werden 
konnten (BUSCH und SCHMID, 2001) und zum anderen nachgewiesen wurde, dass die dafür zu 
erwartenden Intermediate in zu geringen Konzentrationen in der Alge auftreten, um die in 
diesem Zusammenhang beobachtete Speicherfunktion für CO2 zu ermöglichen (HILLRICHS und 
SCHMID, 2001). 
Zur Klärung einer möglichen Funktion der beiden Enzyme in der Alge sollten diese im Rahmen 
dieser Arbeit gereinigt und anschließend kinetisch charakterisiert werden. Anhand der daraus 
gewonnenen Daten waren Vergleiche mit bereits charakterisierten PEPCKs und Malat-Enzymen 
anderer Organismen geplant. Ferner sollten beide Enzyme mit Hilfe spezifischer Antikörper 




 Um Informationen über die Primärstruktur der Proteine zu erhalten, sollten die gereinigten 
Enzyme ansequenziert werden. Diese Sequenzdaten sollten für die anschließende Suche nach der 
codierenden DNA verwendet werden. Ausgehend von isolierter RNA sollte dabei die Suche nach 
der entsprechenden cDNA über 3'-RACE und Nukleinsäuresequenzierung erfolgen. Mit 
genaueren Kenntnissen der Aminosäuresequenz der beiden Enzyme aus E. siliculosus sollten 
Vergleiche mit bekannten pro- und eukaryotischen PEPCKs bzw. Malat-Enzymen erfolgen und 
Aussagen über Verwandtschaft und Ähnlichkeiten im molekularen Mechanismus der Katalyse 
ermöglicht werden. 
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Sämtliche, für molekularbiologische Arbeiten, eingesetzten Pufferlösungen und Medien sowie 
Glas und Kunststoffgefäße wurden durch Dampfsterilisation für 20 min (für Arbeiten mit DNA) 





Ectocarpus siliculosus  Linie Es BHI 293 
     Linie Es Par 1027 Sp. 




Escherichia coli  DH5 [F-supE44 lacU169 (80lacZM15) hsdR7 recA1 
endA1 gyrA96 thi-1 relA1] (freundlicherw. z. Verfügung 
gestellt von M. Ruiz-Hidalgo, Salamanca, Spanien; vgl. 
RUIZ-HIDALGO et al., 1997) 
 
 
2.1.2 Chemikalien  
 
In dieser Arbeit verwendete, nachfolgend aber nicht aufgeführte, Standard-Labor-Chemikalien 
wurden von den Firmen Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma 
(München) bezogen. 
 
Acrylamid (2 x krist.)      Serva, Heidelberg 
ADP        Sigma, München 
Agarose (DNA)      Biozym, Hameln 
Ammoniumpersulfat      Serva, Heidelberg 
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Bacto-Agar       Difco, USA 
Betain        Sigma, München 
BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat)  Sigma, München 
D(+)-Biotin (Vit. H)      Sigma, München 
Bromphenol-Blau      Fluka, Neu-Ulm 
CDFFDA (Carboxy-Difluorofluorescein-Diacetat)  Molecular Probes, USA 
Coomassie Blue R-250     Serva, Heidelberg 
CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid)   Roth, Karlsruhe 
Cyanocobalamin (Vit. B12)     Merck, Darmstadt 
Deoxycholat, Na-Salz     Serva, Heidelberg 
Dodecylsulfat, Na-Salz     Serva, Heidelberg 
Ethanolamin       Sigma, München 
Ethidiumbromid      Fluka, Neu-Ulm 
Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz    Merck, Darmstadt 
Formamid       Fluka, Neu-Ulm 
Hefe-Extrakt       Roth, Karlsruhe 
L-Malat, (Na2-Salz)      Sigma, München 
Magermilchpulver      Heirler, Radolfzell 
Methylenbisacrylamid (2 x krist.)    Serva, Heidelberg 
Mowiol® 4-88       Fluka, Neu-Ulm 
NADH (Na-Salz)      Sigma, München 
NADP (Na-Salz)      Sigma, München 
NBT (Nitroblau-Tetrazolium)     Sigma, München 
Paraformaldehyd      Sigma, München 
Phosphoenolpyruvat, Tri(cyclohexylammonium)Salz Sigma, München 
Polypuffer 96       Pharmacia, Uppsala 
Ponceau S, (Na-Salz)      Sigma, München 
p-Phenylendiamin      Fluka, Neu-Ulm 
Rinderserum-Albumin (Fraktion V)    Sigma, München 
Roti®-Phenol       Roth, Karlsruhe 
TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylendiamin)   Serva, Heidelberg 
Thiamin (Vit. B1)      Sigma, München 
Thioglycolat (Na-Salz)     Merck, Darmstadt 
Thiosulfat, (Na-Salz)      Merck, Darmstadt 
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TRIZOL® Reagenz      Gibco BRL, Eggenstein 
Trypton Pepton      Difco, USA 
Tween®20       Sigma, München 
X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl--D-Galactopyranosid) Roth, Karlsruhe 
 
 
2.1.3 Puffer und Lösungen 
 
Prozentangaben in den Rezepten bezeichnen bei Feststoffen Gewicht pro Volumen (w/v) und bei 
Flüssigkeiten Volumen pro Volumen (v/v). 
Alle nicht aufgeführten Puffer wurden vom Hersteller in den entsprechenden Kits mitgeliefert. 
 
Acrylamid-Lösung   24% Acrylamid, 0,75% Methylenbisacrylamid 
     in aqua dest., Lösung filtriert 
 
AP-Puffer    100 mM Tris-HCl (pH 9.5), 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2 
 
AP-Substratlösung  1 ml AP-Puffer, 4,5 µl NBT-Lösung, 3 µl BCIP-Lösung 
(unmittelbar vor Gebrauch frisch anzusetzen) 
 
BCIP-Lösung    100 mg BCIP in 2 ml 100% Dimethylformamid 
 
Block-Lösung    5% Magermilchpulver in TBS-Tween  
 
10x DNA-Probenpuffer  30% Glycerin, 0,1 M Na2EDTA, 1% SDS,    
     0,025% Bromphenolblau, (pH 8.0) 
 
EB     10 mM Tris-HCl (pH 8.5) 
 
Ethanolamin-Puffer   25 mM Ethanolamin-Essigsäure (pH 9.4), 1 mM MgCl2,  
     1 mM DTT 
 
GTE     25 mM Tris-HCl (pH 8.0), 50 mM Glucose, 10 mM EDTA 
 
2 Material und Methoden 21
Homogenisationspuffer  100 mM Tris-HCl (pH 8.0), 2 mM EDTA, 5 mM CaCl2,  
     5 mM MgCl2, 50 mM Na-Ascorbat, 500 mM Sorbit, 
     5 mM DTT 
 
LB-Medium    1% Trypton, 0,5% Hefe-Extrakt, 1% NaCl 
     (mit NaOH auf pH 7.0 eingestellt) 
 
Mais-Extraktionspuffer  0,1 M Tris-HCl (pH 7.5), 0,1 mM EDTA, 5 mM MgCl2,  
     5 mM DTT, 2,5% Polyvinylpyrrolidon (PVPP) 
(vorgequollen), 25 mM Na-Ascorbat 
 
20x MOPS    0,4 M MOPS, 0,1 M Na-Acetat, 0,02 M Na2-EDTA, 
     (mit NaOH auf pH 7.0 eingestellt) 
 
NBT-Lösung    100 mg NBT in 1,3 ml 70% Dimethylformamid 
 
PBS     0,137 M NaCl, 2,7 mM KCl, 0,01 M Na3HPO4, 
     1,8 mM KH2PO4 (pH 7.2) 
 
Polypuffer 96 Polypuffer 96 (Pharmacia;1:5 verdünnt mit aqua dest.)-
Essigsäure (pH 6.0), 1 mM MgCl2, 1 mM DTT 
 
Ponceau-Lösung   0,4% Ponceau S, 3% Trichloressigsäure 
 
Protein-Assay-Reagenz I  4 mM CuSO4, 8,5 mM KNaTartrat 
 
Protein-Assay Reagenz II  0,8 mM NaOH, 10% Na2CO3 
 
Protein-Assay-Reagenz III  5% Natriumdodecylsulfat (SDS) 
 
Protein-Probenpuffer   62,5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 20% Glycerin, 4% SDS 
 
Puffer A    20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM MgCl2, 1mM DTT 
 
Puffer B    20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM MgCl2, 1 mM DTT 
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RNA-Denaturierungspuffer  6,6% Formaldehyd, 50 %Formamid, 5% 20x MOPS 
 
RNA-Extraktions-Puffer  100 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1,5 M NaCl, 2% CTAB, 
     50 mM EDTA, 50 mM DTT 
 
5x RT-Puffer    250 mM Tris-HCl (pH 8.3), 375 mM KCl, 30 mM MgCl2 
 
SOC-Medium    2% Trypton, 0,5% Hefe-Extrakt, 10 mM NaCl,  
     2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 
     20 mM Glucose (pH 7.0) 
 
Sammelgel-Puffer   0,125 M Tris-HCl (pH 6.8), 0,125% SDS 
 
Spinat-Extraktionspuffer  100 mM Tris-HCl (pH 7.8), 2 mM Na-EDTA, 
     5 mM MgCl2, 40 mM Na-Ascorbat, 5 mM DTT, 
     2,5% PVPP (vorgequollen) 
 
10x TBE    0,89 M Tris, 0,89 M Borsäure, 0,02 M EDTA 
 
TBS     10 mM Tris-HCl, (pH 8.0), 150 mM NaCl 
 
TBS-Tween    0,05% Tween®20 in TBS 
 
T-Puffer    10 mM PIPES-KOH (pH 6.7), 55 mM MnCl2, 
     15 mM CaCl2, 250 mM KCl 
 
Transferpuffer   48 mM Tris, 39 mM Glycin, 0,0375% SDS,   
     10% Methanol 
 
Trenngel-Puffer   0,75 M Tris-HCl (pH 8.8), 0,2% SDS 
 
Tricine-EDTA-Puffer   10 mM Tricine-KOH (pH 8.5), 1 mM EDTA 
 
X-Gal-Lösung   2% X-Gal in 100% Dimethylformamid 
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2.1.4 Enzyme und Inhibitoren 
 
Advantage 2 Polymerase Mix (50 x)  BD Clontech, Heidelberg 
Malat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.37)   Sigma, München 
(MDH, aus Rinderherz, 2500 Units/mg Protein) 
3-Mercaptopikolin-Säure  synthetisiert im Labor von Prof. Sandro 
Ghisla, Fak. Biologie, Universität Konstanz, 
nach einer von BERKOFF et al. entwickelten 
und als US Patent #3860716 registrierten 
Vorschrift 
PowerScript Reverse Transkriptase  BD Clontech, Heidelberg 
Restriktionsendonukleasen (je 10 U/µl):  Fermentas, St.Leon-Rot 
-EcoR I 
-Eco32 I (EcoR V) 
-Bcu I (Spe I) 
Ribonuklease A     Roth, Karlsruhe 
 
 
2.1.5 Molekularbiologische Kits 
 
NucleoTrap® Nucleic Acid Purification Kit  BC Clontech, Heidelberg 
Oligotex mRNA Mini Kit    Qiagen, Hilden 
SMART RACE cDNA Amplification Kit  BD Clontech, Heidelberg 
TOPO TA Cloning® Kit    Invitrogen, USA 
 
 
2.1.6 DNA-/RNA-Längenstandards und Protein-Molekulargewichtstandards 
 
Lambda DNA/ EcoR I + Hind III Marker  Fermentas, St. Leon-Rot 
RNA Ladder (High Range)    Fermentas,St. Leon-Rot 
MW-SDS-70 L (MG-Marker Kit)   Sigma, München 
Gel-Filtrations-Standard    Bio-Rad, München 
 
 




- Maus Anti-Tyrosin-Tubulin   Sigma, München 
Primärantikörper (polyklonal) 
- Kaninchen Anti-NADP:Malat-Enzym  freundlicherw. zur Verfügung gestellt von  
(aus Maisblättern); IgG    Prof. C. Schnarrenberger (Berlin), 
       (FATHI und SCHNARRENBERGER, 1990) 
- Kaninchen Anti-PEPCK    freundlicherw. zur Verfügung gestellt von 
(aus Urochloa panicoides); Serum   Prof. J. Burnell (Brisbane), 
       (FINNEGAN und BURNELL, 1995) 
- Kaninchen Anti-RUBISCO    freundlicherw. zur Verfügung gestellt von 
(aus Spinat), Serum     Dr. U. Groß (Gießen),(GROß et al., 1993) 
- Kaninchen Anti-PEPCK    im Rahmen dieser Arbeit hergestellt,  
(aus E. siliculosus); IgG    (siehe 2.13) 
Sekundärantikörper 
-Ziege Anti-Kaninchen IgG (Fc),   Promega, Mannheim 
an alkalische Phosphatase konjugiert 
-Ziege Anti-Maus IgG (H+L),   Dianova, Hamburg 
 an Cy2-konjugiert 




2.1.8 Chromatographie-Matrizes und -Säulen 
 
HiTrap Protein G (1 ml-Säule)   Amersham Pharmacia, Freiburg 
Sephadex® G-25     Pharmacia, Uppsala 
Sephadex® G-100     Pharmacia, Uppsala 
PBM 94 (Polypuffer-Austauscher)  Pharmacia, Uppsala 
Protein A (Acrylic beads)    Sigma, München 
Bio-Sil® SEC 250-5 Säule    Bio-Rad, München 
Red Sepharose® CL-6B    Pharmacia, Uppsala 
Resource Q (1 ml-Säule)    Pharmacia, Uppsala 
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2.1.9 Membranen, Filter, Konzentratoren 
 
Centriprep®10 Konzentrator    Amicon, Beverly, USA 
Culture Capsule (0,2 µm)     GelmanSciences, Michigan, USA 
Dialysemembran Typ 8    Biomol, Hamburg 
Gel-Blotting-Papier GB002 (Whatman® 3MM) Schleicher & Schuell, Dassel 
Immobilon-P (PVDF-Membran; 0,45 µm) Millipore, Bedford, USA 
Immobilon-PSQ (PVDF-Membran; 0,1 µm) Millipore, Bedford, USA 
Microcon® Konzentrator    Amicon/Millipore, USA 






UV-Vis- Spektrophotometer UV-1202  Shimadzu, Duisburg  
mit Programmkarte Kinetics-2 
 
Spektralphotometer UV-3000   Shimadzu, Duisburg 
mit Datenverarbeitungsprogramm Spectrafile Labcontrol, Köln 
 
Zentrifugen 
Mikrozentrifuge Mikro 12-24   Hettich Zentrifugen, 
Rotor: Winkelrotor 12-fach    Tuttlingen 
 
Biofuge 22 R      Heraeus, Sepatech, 
Rotoren: # 3740, # 3748    Osterode 
 
Hochgeschwindigkeitskühlzentrifuge RC 5B Plus Du Pont/ Sorvall 
Rotor: SS-34      Bad Homburg 
 
Laborfuge 400 R     Heraeus, Sepatech, 
Rotor: # 8179      Hanau 
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HPLC 
HPLC Pumpe: 422 Master    komplett bezogen von 
Gradientenformer: M88    Kontron Instruments, 
Entgaser: Degasys DG-1210    Neufahrn 
Diode Array Detektor 440 
Steuerungs- und Auswertungssoftware: 
KromaSystem 2000 
 
Elektrophorese- und Western-Blotting-Zubehör 
Biometra Minigel G 41    Biometra, Göttingen 
Blottingkammer (mit L=13 cm, B=13 cm, H=17 cm) Nachbau 
Consort E 321      Consort nv, Turnhout, Belgien 
Microcomputer Elektrophoresis    Uni Equip, Martinsried 
Power Supply E 424 
Mini-SUB® Cell GT     Bio-Rad, München 
Power Pac 300     Bio-Rad, München 
WIDE Mini-SUB® Cell GT    Bio-Rad, München 
 
Konfokales Laser Scanning Mikroskop 
TCS SP2      komplett bezogen von  
  Mikroskop: Upright: Leica DM RE   Leica,Weinheim 
  Laser: Ar 65 mW  
  Objektiv: HCX PL APO 40x/1.25-0,75 Öl CS 
  Epifluoreszenz-Lampe: HB 50 W 
Inverses Mikroskop IM 35    Zeiss, Oberkochen 
 
Sonstige Geräte 
MiniCycler      Biozym, Hess. Oldendorf 
Optisches Leistungsmeßgerät:   Gigahertz-Optik GmbH, 
Optometer P-9201-2-TF    Puchheim 
Meßkopf: Siliciumdiode 
Fraktionensammler: Redi Frac   Pharmacia, Uppsala 
Schlauchpumpe: Pump 1    Pharmacia, Uppsala 
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Für die Versuche in dieser Arbeit wurden zwei Linien von Ectocarpus siliculosus (Dillwyn) 
Lyngbye verwendet. Dabei handelt es sich um eine Kultur der sporophytischen Phase der Algen 
(Es PAr 1027 Sp.), die von Prof. D.G. Müller (Konstanz) 1978 an der Küste von Port Aransas 
(Texas, USA) gesammelt wurde (MÜLLER, 1979). 
Die zweite, gametophytische (parthenosporophytische) Ectocarpus-Kultur mit dem Kürzel Es 
BHI 293 stammt aus Nordirland (Ballyhenry Island, Portaferry, Co. Down) und wurde 1993 von 
Dr. Rainer Schmid isoliert. 
Die Braunalge Pylaiella littoralis (L.) Kjellman wurde ebenfalls 1993 in Ballyhenry Island von 
Dr. Rainer Schmid gesammelt und in Kultur genommen (SCHMID und DRING, 1993). 





Die Kultivierung der Algen erfolgte in hitzesterilisierten Glasschalen mit Deckel in - nach einer 
Vorschrift von L. Provasoli (PROVASOLI, 1968) - angereichertem Seewasser, welches der 
Nordsee in der Nähe von Helgoland entnommen wurde.  
Die Kulturen wurden in einem 14-tägigen Rhythmus in frisches Medium übertragen. Dabei 
wurde das Algenmaterial geteilt, um dessen Vermehrung zu gewährleisten. Während der 
Kultivierung waren die Algen einem 12 h Licht- / 12 h Dunkel-Wechsel ausgesetzt, mit dem 
Beginn der Lichtphase um sechs Uhr morgens (MEZ). Warm- und Kalttonfluoreszenzlampen (je 
50%) dienten dabei als Lichtquellen, die eine Lichtintensität von 1,5 Wm-2 lieferten. Aufgrund 
des Licht-Dunkel-Wechsels schwankte die Temperatur zwischen ca. 13°C in der Nacht und 16°C 
während der Lichtphase. 
 
Herstellung von PES (Provasolis enriched seawater medium): 
I PII metals 
   H3BO3      114,00 mg 
   FeCl3 × 6 H2O         4,00 mg 
   MnSO4 × 4 H2O       16,40 mg 
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   ZnSO4 × 7 H2O         2,20 mg 
   CoSO4 × 7 H2O         0,48 mg 
   Na2EDTA      100,00 mg 
              pro 100 ml aqua dest. 
 
II 
   NaNO3      350,00 mg 
   Na2-Phosphoglycerat      50,00 mg 
   Fe-EDTA (1:1 molar FeCl2 + Na2EDTA)      2,50 mg 
 
III 
   Vitamin B12      0,010 mg 
   Thiamin      0,500 mg 
   Biotin      0,005 mg 
   TRIS             100,000 mg 
 
25 ml von Lösung I sowie die Komponenten II und III wurden mit aqua dest. auf 100 ml 
aufgefüllt und auf pH 7.8 eingestellt. 
Zu je 100 ml Seewasser wurden 2 ml dieses Ansatzes zugesetzt. 
Das angereicherte Seewasser wurde anschließend sterilfiltriert und bis zum Verbrauch bei ca. 
10°C dunkel aufbewahrt. 
 
 
2.2.1.2 Sonstiges Pflanzenmaterial 
 
Kalanchoë daigremontiana Hamet et Perrier und Mais (Zea mays L.) 
Kalanchoë sowie acht Wochen alte Maispflanzen wurden im Gewächshaus herangezogen und 
vom Botanischen Garten der Universität Marburg zur Verfügung gestellt. 
 
Spinat (Spinacia oleracea L. cv Tiradea) 
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2.3. Enzymextraktionen 
 
2.3.1 Extraktion von PEPCK und Malat-Enzym aus E. siliculosus 
 
Da sowohl für die PEPCK als auch für das NADP+-Malat-Enzym aus E. siliculosus ein 
Maximum der enzymatischen Aktivität um die Tagesmitte nachgewiesen worden war (BUSCH, 
1998), wurden, wenn nicht ausdrücklich anders angegeben, die Extraktionen zur Mittagszeit 
durchgeführt. Dazu wurden die Algen drei Tage nach der Übertragung in frisches PES-Medium 
direkt aus der Kultur entnommen und in einem Sieb mit kaltem Leitungswasser kräftig 
abgespült, um sie weitestgehend von Salzrückständen zu befreien, die störend auf die 
anschließenden Extraktionsschritte hätten wirken können. Zur Bestimmung des Frischgewichtes 
wurden die Algen kurz zwischen Zellstofftüchern mit der Hand trockengepreßt und dann 
gewogen. Anschließend wurden sie in einer Porzellan-Reibschale in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und zu einem feinen Pulver zerrieben. Anhand mikroskopischer Kontrollen 
wurde überprüft, ob die Zellen vollständig aufgebrochen waren. Im nächsten Schritt erfolgte das 
langsame Einrühren des Algenpulvers in 10°C kalten Homogenisationspuffer (1 g Algen zu      
10 ml Puffer) unter Bildung einer homogenen Suspension. 
Nach zwanzigminütiger Zentrifugation bei 50000×g und 4°C in einer Kühlzentrifuge wurde der 
Rohextrakt dekantiert und das Pellet verworfen. In allen folgenden Arbeitsschritten wurde der 




2.3.2 Enzymextraktion aus Maisblättern 
 
Die nachfolgend beschriebene Rohextraktgewinnung aus Maisblättern erfolgte in Anlehnung an 
ASAMI et al. (1979) sowie FATHI und SCHNARRENBERGER (1990). 
Frisch geerntete, noch junge Maisblätter wurden mit Leitungswasser vorsichtig abgespült, 
zwischen Zellstofftüchern kurz getrocknet und umgehend in flüssigem Stickstoff in einer 
Reibschale zu feinem Pulver zerstoßen. Das Pulver von je 1 g Maisblättern wurde in 2 ml auf 
10°C temperierten Mais-Extraktionspuffer eingerührt. Nach dem Pressen des Extraktes durch 
zwei Lagen Miracloth wurde das erhaltene Filtrat in einer Kühlzentrifüge bei  
50000×g und 4°C 20 min zentrifugiert. Der so gewonnene klare Rohextrakt konnte in 
anschließenden (Western-Blot) Analysen eingesetzt werden (siehe 3.3.1). 
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2.3.3 Herstellung eines Rohextraktes aus Spinatblättern 
 
Die Gewinnung des Rohextraktes aus Spinatblättern erfolgte in Anlehnung an MAKINO et al. 
(1983). Dazu wurden bei den mit Leitungswasser abgespülten und mit Papiertüchern 
trockengetupften Blättern die Mittelrippe entfernt, bevor sie in flüssigem Stickstoff in einer 
Reibschale zu einem feinen Pulver zerrieben wurden. Das Pulver wurde anschließend in ca. 10°C 
kalten Spinat-Extraktionspuffer eingerührt (1 g Blattmaterial pro 4 ml Puffer). Das Homogenat 
wurde schließlich 20 min bei 50000×g und 4°C zentrifugiert und so die im Pellet vereinigten 
ungelösten Bestandteile vom klaren, stark gelb gefärbten Rohextrakt getrennt. 
 
 
2.3.4 Enzymextraktion aus Kalanchoë-Blättern 
 






Zur Konzentrierung der Enzyme in Rohextrakten wurden diese durch Zugabe von 
Ammoniumsulfat ausgefällt. Dabei wurde dem im Eisbad gekühlten Extrakt unter ständigem 
Rühren langsam soviel Ammoniumsulfat zugegeben, bis die Lösung den gewünschten 
Sättigungsgrad erreicht hatte. Durch anschließende Zentrifugation wurden die gefällten Proteine 
zu einem Pellet vereinigt, welches dann vom Überstand isoliert und in dem jeweils gewünschten 
Puffer aufgenommen werden konnte. 
Rohextrakt aus E. siliculosus wurde, je nach Verwendungszweck, entweder auf eine 
Ammoniumsulfatsättigung von 80% gebracht, oder einer fraktionierten Fällung mit einer ersten 
Sättigungsstufe bei 55% und einer zweiten bei 80% unterzogen. 
Nach Zentrifugation (50000×g, 20 min, 4°C) wurde sowohl das Pellet des 55% 
ammoniumsulfatgesättigten Extraktes, als auch das des 80% gesättigten Extraktes in Puffer A 
gelöst und erneut auf eine Ammoniumsulfatsättigung von 80% gebracht.  
In diesem Zustand konnten die Extrakte über mindestens zwei Monate ohne nennenswerten 
Aktivitätsverlust (der PEPCK und des Malat-Enzyms) aufbewahrt werden. 
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2.5 Enzymreinigung 
 
2.5.1 Reinigung von PEPCK aus Ectocarpus siliculosus 
 
Die die gesamte PEPCK-Aktivität enthaltende Rohextrakt-Fraktion zwischen 55% und 80% 
Ammoniumsulfatsättigung wurde zunächst 20 min bei 50000×g und 4°C zentrifugiert. Das 
resultierende Pellet wurde anschließend in dem geringst möglichen Volumen in Ethanolamin-
Puffer gelöst. 
Zur Entsalzung und Entfernung kleinerer und größerer Proteine wurde der Extrakt auf eine zuvor 
mit Ethanolamin-Puffer äquilibrierte Sephadex® G-100-Säule (V = 15 ml) aufgetragen und 
anschließend mit dem gleichen Puffer eluiert. Das in Fraktionen aufgefangene Eluat wurde im 
Anschluß auf enzymatische Aktivität der PEPCK überprüft. 
Die aus der Größenausschlusschromatographie resultierenden aktiven Fraktionen wurden 
vereinigt und unverzüglich auf eine mit Ethanolamin-Puffer äquilibrierte PBE 94 
Chromatofokussierungssäule (V = 2 ml) aufgetragen. An die Säule adsorbierte Proteine wurden 
mit Polypuffer 96 eluiert und fraktioniert aufgefangen. Nach erneuter PEPCK-
Aktivitätsbestimmung wurden die aktiven Fraktionen in einem Dialyseschlauch vereinigt und für 
1,5 h gegen Puffer A dialysiert. Der so umgepufferte, teilgereinigte Extrakt wurde anschließend 
auf eine mit Puffer A equilibrierte, an ein HPLC-System angeschlossene, Resource Q 
Ionenaustauscher-Säule (V = 1 ml) aufgetragen. 
Die Trennung der an die Säule adsorbierten Proteine erfolgte mit einem linearen Gradienten von 
0 bis 0,4 M KCl in Puffer A. Fraktionen mit PEPCK-Aktivität wurden vereinigt und mit 
Centriprep®10- und Microcon®-Konzentratoren konzentriert. Die konzentrierte Probe (100 µl) 
wurde im letzten Schritt des Reinigungsprozesses auf eine, ebenfalls an das HPLC-System 
angeschlossene und mit Puffer A äquilibrierte Bio-Sil®Sec-250-5 Größenausschlusschromato-
graphie-Säule (300 mm × 7,8 mm) aufgetragen. Die Trennung, die auf der unterschiedlichen 
Größe der aufgetragenen Protein-Moleküle basiert, erfolgte ebenfalls mit Puffer A und ergab 
eine reine PEPCK-Präparation. 
 
 
2.5.2 Reinigung von NADP
+
-Malat-Enzym aus Ectocarpus siliculosus 
 
Rohextrakt von Ectocarpus siliculosus, der mit 55% Ammoniumsulfat gesättigt war, wurde 20 
min bei 50000×g und 4°C zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in einem möglichst geringen 
Volumen Puffer B aufgenommen und zur Entsalzung auf eine Sephadex G-100-Säule (V = 15 
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ml) aufgetragen, die zuvor mit Puffer B äquilibriert worden war. Die Elution erfolgte mit dem 
gleichen Puffer, während das Eluat fraktioniert wurde. Die Fraktionen wurden auf Malat-Enzym-
Aktivität untersucht; aktive Fraktionen wurden vereinigt und auf eine mit Puffer B äquilibrierte 
Red Sepharose® Cl-6B-Säule (3 ml Volumen) aufgetragen. Anschließend wurde die Säule mit 
Puffer B gewaschen, dem 40 mM KCl zugesetzt war. Die darauffolgende Elution erfolgte mit 
einem Gradienten von 40 bis 350 mM KCl in Puffer B. Malat-Enzym-Aktivität aufweisende 
Fraktionen wurden vereinigt, in einen Dialyseschlauch gegeben und gegen Puffer B dialysiert. 
Das so von KCl befreite Dialysat wurde dann auf eine an das HPLC-System angeschlossene, mit 
Puffer A äquilibrierte Resource Q Ionenaustauscher-Säule (Volumen 1 ml) aufgetragen. An 
die Säule gebundene Proteine wurden mit einem linearen Gradienten aus 0 bis 0,4 M KCl in 
Puffer B eluiert. Aktive Fraktionen wurden erneut vereinigt und mit den bereits unter 2.5.1 
genannten Konzentratoren ankonzentriert. Wie im Falle von PEPCK endete auch die Reinigung 
von Malat-Enzym mit der Größenausschlusschromatographie, indem 100 µl des Konzentrates 
auf eine mit Puffer B equilibrierte HPLC-Säule (siehe 2.5.1) aufgetragen wurden. Auch diese 
Elution erfolgte mit Puffer B und ergab eine reine Malat-Enzym-Präparation. 
 
 
2.6 Molekulargewichtsbestimmung nativer Proteine 
 
Mit dem letzten Reinigungsschritt wurde sowohl bei PEPCK (2.5.1) als auch bei Malat-Enzym 
(2.5.2) gleichzeitig die Bestimmung des Molekulargewichtes beider nativer Enzyme 
durchgeführt. Dabei diente eine Standard-Protein-Mischung aus Rinder-Thyro- und Gamma-
Globulin (670 und 158 kDa), Hühner-Ovalbumin (44 kDa), Pferde-Myoglobin (17 kDa) sowie 





Der Proteingehalt von Lösungen wurde in Anlehnung an PETERSON (1977) mit einem nach 
LOWRY et al. (1951) modifizierten Test bestimmt. 
Um eventuell störende Pufferkomponenten zu entfernen, wurden die Proteine zunächst mit 
Trichloressigsäure (TCA) in Gegenwart von Na-Desoxycholat (DOC) gefällt. Dazu wurde die 
Proteinprobe mit aqua dest. auf 1 ml aufgefüllt und gemischt. Nach Zugabe von je 100 µl einer 
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0,15%igen DOC- sowie einer 72%igen TCA-Lösung wurde erneut gut durchmischt, 10 min auf 
Eis inkubiert und 15 min in einer Mikrozentrifuge bei 15000×g zentrifugiert. 
Das resultierende Sediment (nicht mehr als 40 µg Protein) wurde anschließend in 400 µl aqua 
dest. aufgenommen, mit weiteren 400 µl einer aus den Protein-Assay-Reagenzien I, II und III im 
Verhältnis 1:1:2 angesetzten Lösung versetzt und zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Nach der Inkubation wurden 200 µl einer aus einem Teil Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz und 
fünf Teilen Wasser bestehenden Lösung beigemischt, erneut für genau 30 min bei 
Raumtemperatur inkubiert und abschließend die Absorption bei 750 nm gegen einen Standard 
bestimmt. 
Die unbekannten Proteinkonzentrationen wurden anhand einer zuvor mit Rinderserumalbumin 
erstellten Eichgerade ermittelt. 
 
 
2.8 Eindimensionale SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Die Auftrennung von Proteinen zum Zwecke der Größenbestimmung, Kontrolle der Reinheit 
und Konzentration von Protein-Proben sowie für Western Blot-Analysen erfolgte durch 
eindimensionale Elektrophorese in Polyacrylamidgelen in Anlehnung an LAEMMLI (1970). 
Die 0,1 × 8,5 × 7,5 cm großen Gele setzten sich aus einem unteren ca. 6 cm langen 10- bzw. 
12%igen Trenngel und dem darüber gegossenen 1,5 cm langen 4,8%igen Sammelgel zusammen. 
Für das 12%ige Trenngel wurden Acrylamidlösung und Trenngelpuffer zu gleichen Teilen 
gemischt und mit TEMED (0,5 µl/ml Gemisch) versetzt. Das Mischungsverhältnis für ein 
10%iges Trenngel betrug 5 Teile Acrylamidlösung zu 7 Teilen Trenngelpuffer. Nach dem Start 
der Polymerisationsreaktion durch Zugabe von 3 µl/ml einer 28,5%igen, frisch angesetzten 
Ammoniumpersulfatlösung wurde die Trenngellösung sofort zwischen die mit 
Silikonabstandhaltern abgedichteten Glasplatten gegossen und mit wassergesättigtem Butanol 
überschichtet. Nach ca. 20 min war das Trenngel soweit auspolymerisiert, dass das Butanol von 
der Gel-Oberfläche abgenommen werden und die Sammelgel-Lösung aufgebracht werden 
konnte. Diese setzte sich aus einem Teil Acrylamid-Lösung und vier Teilen Sammelgelpuffer 
zusammen. Zusätzlich wurden TEMED in einem Volumen von 1 µl pro Milliliter Gemisch 
sowie Ammoniumpersulfat (6 µl/1ml) von der oben genannten Stammlösung als Radikalstarter 
zugegeben. 
Zur Vorbereitung der Proteinproben für die Elektrophorese wurden diese mit aqua dest. auf 1 ml 
aufgefüllt und mit 100 µl 72%iger TCA-Lösung eine Stunde lang im Kühlschrank (4°C) 
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ausgefällt. Nach zehnminütiger Zentrifugation bei 15000×g (Raumtemperatur) in einer 
Mikrozentrifuge wurde der Überstand vollständig entfernt. Ca. 50 µg des gefällten Proteins 
wurden in 20 µl Protein-Probenpuffer aufgenommen, mit 10 µl einer 10%igen DTT-Lösung 
sowie 4 µl einer 0,01%igen Bromphenolblau-Lösung versetzt. Zur Neutralisation 
(Farbumschlag) wurden wenige µl einer 1 M Tris-Lösung zugegeben. Danach wurde die Probe 
für 2 min bei 70°C im Wasserbad inkubiert und anschließend sofort in der Gelelekrophorese 
eingesetzt oder bis zu ihrem Einsatz bei -20°C aufbewahrt. 
Als Elekrophoresepuffer diente ein 25 mM Tris-Glycerin-Puffer (pH 8.6), versetzt mit 0,1% 
SDS. Das Einlaufen der Proteinproben in das Sammelgel erfolgte bei einer Spannung von 70 V 
(13 mA), während die Trennung bei 90 V (13 mA) vorgenommen wurde. 
 
 
2.8.1 Anfärben von SDS-Polyacrylamidgelen 
 
2.8.1.1 Färbung mit Coomassie Blue R-250 
 
Nach vollendeter elektrophoretischer Trennung der Proteine wurde das Gel aus den Glasplatten 
herausgelöst und für zwei Stunden in einem Färbebad aus 0,5% Coomassie Blue R-250, 30% 
Isopropanol und 10% Essigsäure (frisch filtrierte Lösung) fixiert und gefärbt. 
Die Entfärbung des Gelhintergrundes erfolgte mit einer Lösung aus 30% Ethanol und 7% 
Essigsäure in aqua dest..  





Die Silberfärbung der Polyacrylamidgele erfolgte mit geringfügigen Modifikationen nach der 
Methode von BLUM et al. (1987). 
Dazu wurden die im Gel getrennten Proteine zunächst mit 50% Ethanol, 12% Essigsäure und 
0,0185% Formaldehyd mindestens eine Stunde lang (besser über Nacht) fixiert. Waren die Gele 
zuvor einer Coomassie-Blau-Färbung unterzogen und im Zuge dessen auch fixiert worden, so 
entfiel dieser Schritt. 
Nach der Fixierung wurden die Gele dreimal 20 min in 50% Ethanol gewaschen, anschließend   
1 min in einer 0,8 mM Natriumthiosulfat-Lösung vorbehandelt, dreimal 20 sec in 
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demineralisiertem Wasser gewaschen und schließlich 20 min im Dunkeln in einer Lösung aus 
11,8 mM Silbernitrat und 0,028% Formaldehyd in demineralisiertem Wasser imprägniert. Die 
Entwicklung der Silberkomplexe erfolgte nach zweimaligem Waschen in demineralisiertem 
Wasser für je 20 sec in einer frisch angesetzten Lösung aus 0,57 M Natriumcarbonat, 0,0185% 
Formaldehyd und 0,016 mM Natriumthiosulfat. Sobald die Protein-Banden gut erkennbar 
vorlagen, wurde der Vorgang gestoppt und anschließend mit 50% Ethanol nachgewaschen. 
 
 
2.9 Bestimmung enzymatischer Aktivitäten 
 
Die im folgenden beschriebenen Messungen enzymatischer Aktivitäten wurden 
spektrophotometrisch bei 25°C durchgeführt. Hierzu diente ein Spektrophotometer (UV-1202, 
Shimadzu) mit Küvettenautomatik und Kinetik-Software (Kinetics 2, Shimadzu). 
 
 
2.9.1 PEPCK (EC 4.1.1.49) 
 
Die katalytische Aktivität der PEPCK wurde in Richtung der Carboxylierungsreaktion bestimmt, 
die auf der Umwandlung von Phosphoenolpyruvat in Oxalacetat, bei gleichzeitiger 
Phosporylierung von ADP zu ATP, beruht. Sie konnte mit folgendem, über Malat-
Dehydrogenase gekoppelten Enzymtest (modifiziert nach JOHNSTON und RAVEN, 1989) 
nachgewiesen werden. 
In einem 1 ml Reaktionsansatz waren enthalten: 
100 mM Hepes-NaOH (pH 7), 40 mM NaHCO3, 4 mM MnCl2, 2 mM ADP, 5 mM PEP, 5 Units 
MDH, 0,25 mM NADH, sowie 50 µl der Enzymprobe (wenn nicht anders angegeben). 
Nach Starten der Reaktion mit PEP wurde die Oxidation des NADH bei 340 nm 
spektrophotometrisch verfolgt. Die Absorptionsabnahme wurde über einen Zeitraum von 10 min 
in 60-Sekunden-Intervallen bestimmt. Als Maß für die Enzymaktivität diente die 
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2.9.2 NADP
+
-Malat-Enzym (EC 1.1.1.40) 
 
Die NADP+-abhängige Decarboxylierungsaktivität des Malat-Enzymes aus Ectocarpus - 
verbunden mit der Bildung von Pyruvat, CO2 und NADPH - wurde unter Verwendung des 
folgenden Enzymassays (ursprünglich entwickelt für Ascophyllum; persönliche Mitteilung von 
Andrew Johnston, Department of Biological Sciences, University of Dundee) bestimmt. 
In einem Volumen von 1 ml waren: 
25 mM Tris-HCl Puffer (pH 7.5), 0,5 mM EDTA, 2,5 mM L-Malat, 0,25 mM NADP+, 5 mM 
MgCl2, sowie 50 µl Enzym-Probe enthalten. 
Die Reaktion wurde durch die Zugabe des Malats gestartet. Die Bildung von NADPH wurde als 
Zunahme der Absorption spektrophotometrisch bei 340 nm, unter den gleichen Bedingungen wie 





Der elektrophoretische Transfer von Proteinen aus SDS-Polyacrylamidgelen auf PVDF-
Membranen zum Zwecke anschließender immunologischer Nachweise sowie N-terminaler 
Protein-Sequenzierung erfolgte in Anlehnung an das von TOWBIN et al. (1979) entwickelte Tank- 
bzw. Naß-Blotting-Verfahren, mit welchem - speziell für den Transfer auf PVDF-Membranen - 
allgemein bessere Transfereffizienzen erzielt werden können als mit dem später von KYHSE-
ANDERSEN (1984) entwickelten SemiDry-Blotting-Verfahren (MOZDZNOWSKI et al., 1992). 
Abweichend vom Protokoll für das konventionelle Tank-Blotting-Verfahren wurde aufgrund des 
effizienteren Transfers ein Puffer für kontinuierlichen Transfer nach BJERRUM und SCHAFER-
NIELSEN (1986) verwendet, der üblicherweise beim SemiDry-Elektroblotting Anwendung findet. 
Im Anschluß an die Elektrophorese wurde das Polyacrylamidgel zur Reduktion des freien SDS 
im Gel 10 min in Transferpuffer äquilibriert. Während dieser Zeit wurde eine auf Gelgröße 
zugeschnittene PVDF-Membran für 1 bis 3 Sekunden in reinem Methanol vollständig benetzt 
und anschließend zum Entfernen des Methanols für 1 bis 2 Minuten in aqua bidest. gewaschen, 
bevor auch sie für einige Minuten in Transferpuffer äquilibriert wurde. Das "Gel-
Transfermembran-Sandwich" wurde in einer mit Transferpuffer gefüllten Schale luftblasenfrei 
nach folgendem Schema zusammengesetzt: 
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- Perforierte Plexiglasscheibe (Anodenseite) 
- 2 Schaumstoffschwammtücher 
- 2 Whatman Filterpapiere 
- PVDF-Membran 
- Polyacrylamid-Gel 
- 2 Whatman-Filterpapiere 
- 2 Schaumstoffschwammtücher 
- perforierte Plexiglasscheibe (Kathodenseite) 
Das "Blot-Sandwich" wurde so in den mit Transferpuffer gefüllten Tank eingesetzt, dass die 
Membran zur Anode, das Gel zur Kathode hin orientiert war. Der Transfer erfolgte bei einer 
Felstärke von 7,5 V/cm über Nacht in einem auf 16°C temperierten Raum. 
 
 
2.10.1 Färbung von Proteinen auf Blot-Membranen (mit Ponceau S) 
 
Zur Kontrolle der Transfereffizienz sowie zur vorübergehenden Sichtbarmachung der Position 
ausgewählter Proteinbanden auf der Blot-Membran erfolgte im Anschluß an das Blot-Verfahren 
die von SALINOWICH und MONTELARO (1986) entwickelte reversible Färbung mit dem sauren 
Azofarbstoff Ponceau S nach dem Protokoll von GROLIG et al. (1988). Dazu wurde die PVDF-
Membran nach dem Transfer 5 Minuten in aqua dest. gewaschen und anschließend 15 Minuten 
in Ponceau-Lösung unter leichter Bewegung auf einem Schüttler inkubiert. Um überschüssigen 
Hintergrundfarbstoff auf der Membran zu entfernen, wurde mit aqua dest. solange gewaschen, 
bis nur noch die Proteinbanden rot gefärbt vorlagen. Nach entsprechender Markierung der 
Referenzproteinbanden bzw. eventuell photographischer Dokumentation wurde die Membran für 





Die Identifizierung eines Teilabschittes der Aminosäuresequenz der zu untersuchenden Proteine 
erfolgte mittels N-terminaler Sequenzierung (Edman-Abbau) und wurde von PD Dr. René 
Brunisholz am Institut für Molekularbiologie und Biophysik der ETH-Zürich (Schweiz) 
durchgeführt. 
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2.11.1 Vorbereitung der Proteine für die Sequenzierung 
 
Die Sequenzierung wurde sowohl mit dem gereinigten Malat-Enzym (siehe 2.5.2) als auch mit 
den beiden nach der Reinigung im SDS-Polyacrylamidgel auftretenden Polypeptiden der PEPCK 
(2.5.1) aus Ectocarpus siliculosus vorgenommen. 
Sämtliche nachfolgend aufgeführten Schritte wurden ausschließlich unter Verwendung von 
sterilfiltriertem aqua bidest. durchgeführt.  
Die gereinigten Proteine wurden zunächst wie unter 2.8 angegeben in einem 10%igen 
Polyacrylamidgel aufgetrennt, welches, um ein vollständiges Auspolymerisieren zu 
gewährleisten, vor der Trennung 12 Stunden bei 10°C feucht gelagert wurde. In Abwandlung 
zum Protokoll unter 2.8 wurde außerdem dem Kathodenpuffer 0,1 M Na-Thioglycolat zugefügt, 
um im Gel verbliebene freie Radikale und Oxidationsmittel zu beseitigen (JOHN WILEY et al, 
2000). 
Im Anschluß an die Elektrophorese erfolgte die Übertragung der elektrophoretisch aufgetrennten 
Proteine auf eine Immobilon-PSQ Membran wie unter 2.10 beschrieben. Nach dem Transfer 
wurde die PVDF-Membran zur vollständigen Entfernung von Tris- und Glycerinresten des 
Transferpuffers (sie stören bei der Sequenzierung), neunmal 10 min in je 500 ml aqua bidest. 
gewaschen. Anschließend wurde die Membran mit Ponceau S (siehe 2.10.1) angefärbt und nach 
Entfärben des Hintergrundes mit Wasser zwischen Whatman-Papier 12 Stunden bei 
Raumtemperatur getrocknet. Die relevanten Protein-Banden wurden nach dem Trocknen 
ausgeschnitten und zur Sequenzierung eingesetzt. Für 15 Sequenzierungszyklen wurden je ca. 50 
pmol Protein verwendet. 
 
 
2.12 Immunchemischer Nachweis von Antigenen auf Blot-Membranen 
 
2.12.1 Blockierung unspezifischer Bindungsstellen 
 
Zur Vermeidung unspezifischer Hintergrundreaktionen müssen vor der Durchführung der 
Immunreaktionen unspezifische Bindungsstellen für die immunologischen Reagentien auf der 
Blot-Membran abgesättigt werden. Dies kann entweder mit irrelevanten Proteinen, die keine 
Reaktion mit den Reagenzien des Immunnachweises eingehen, erreicht werden oder durch nicht-
ionische Detergentien, die eine Blockierung der hydrophoben Wechselwirkungen der 
Reaktanden mit der Membran gewährleisten. 
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In Anlehnung an BERS und GARFIN (1985) wurde nach dem Protein-Transfer, wie unter 2.10 
beschrieben, in Kombination der beiden Blockierungsmethoden eine Block-Lösung verwendet, 
die sowohl Magermilchpulver als auch Tween® 20 enthielt. 
Dazu wurde die PVDF-Membran entweder direkt nach dem Transfer und 5-minütigem Waschen 
in aqua dest. oder nach der Ponceau-Färbung (siehe 2.10.1) 1 h bei Raumtemperatur (oder über 
Nacht bei 4°C) in Block-Lösung geschwenkt und anschließend zum Entfernen der 
Magermilchlösung 15 min in TBS-Tween gewaschen. Anschließend wurde die Membran 




2.12.2 Binden des Primärantikörpers 
 
Nach dem Blockieren freier Bindungskapazitäten (2.12.1) wurde die mit TBS-Tween 
gewaschene bzw. 10 min in TBS-Tween eingeweichte Membran mit dem Primärantikörper 
(bzw. Präimmunserum als Referenz) 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei wurde der 
Antikörper in einer Lösung aus 1% BSA (w/v in TBS-Tween) so verdünnt, dass ein optimales 
Signal-/Hintergrundverhältnis zustande kam (für jeden Antikörper getrennt ermittelt). 
Zur Einsparung von Antikörperlösung erfolgte die Inkubation der Membran nach der im 
folgenden beschriebenen Methode: Die Blot-Membran wurde in Streifen mit der Transfer-Seite 
nach oben auf einen wenige cm größeren Parafilm-Streifen (auf Glasplatte) gelegt. Es wurde 
soviel Antikörper-Lösung auf die Membran gegeben, dass ein deutlich sichtbarer 
Flüssigkeitsfilm entstand. Um eventueller Verdunstung vorzubeugen, wurde die Membran mit 
einer Plastikhaube abgedeckt. Durch vorsichtiges Neigen der so gefertigten Inkubationskammer 
wurde die Antikörperlösung auf der Membran hin- und herbewegt. 
 
 
2.12.3 Binden des Sekundärantikörpers 
 
Nach Inkubation mit dem Primärantikörper wurden die Membranstreifen für 10 min in TBS-
Tween gewaschen. Anschließend erfolgte eine einstündige Inkubation mit dem 
Sekundärantikörper, einem an alkalische Phosphatase gekoppelten Anti-Kaninchen-IgG 
Antikörper (Promega). Dieser wurde in einer Verdünnung von 1:7500 in 1% BSA in TBS-
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Tween eingesetzt. Die Inkubation erfolgte nach der gleichen Methode wie für den 
Primärantikörper (siehe 2.12.2) auf einem Parafilmstreifen. 
 
 
2.12.4 Detektion der Immunkomplexe auf der Blot-Membran 
 
Der colorimetrische Nachweis von alkalischer Phosphatase auf der Blot-Membran erfolgte nach 
der Vorschrift von BLAKE et al. (1984). Dabei dient 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat (BCIP) 
zusammen mit Nitroblau-Tetrazolium (NBT) als chromogenes Substrat. Die alkalische 
Phosphatase katalysiert die Abspaltung des Phosphatrestes von BCIP und wandelt es in das 
entsprechende Indoxylderivat (ein lösliches Leucoindigo) um. Das Indoxylderivat wird durch 
NBT oxidiert und dimerisiert zu dem tiefblauen, unlöslichen 5,5'-Dibrom-4,4'-Dichlor-Indigo. 
NBT wird dabei als Wasserstoff-Akzeptor zu einem intensiv purpur gefärbten Diformazan 
reduziert und verstärkt so die Intensität des Farbniederschlages (FRANCI und VIDAL,1988). 
In Vorbereitung zum colorimetrischen Nachweis wurde die Transfer-Membran nach Inkubation 
mit dem sekundären Antikörper (2.12.3) dreimal für je 10 min in TBS-Tween und nachfolgend 1 
min in TBS sowie 1 min in aqua dest. gewaschen. Auf die Oberfläche der auf einem 
Parafilmstreifen platzierten Membran wurde dann die frisch angesetzte AP-Substratlösung 
aufgetragen. Die Entwicklung des blauen Farbniederschlages erfolgte im Dunkeln. Nach 
Erreichen der gewünschten Farbintensität der (positiven) Signale (ca. 2-10 Minuten) wurde die 
Reaktion durch Spülen der Membran in TBS mit 20 mM EDTA (Komplexierung der für die 
Enzymaktivität notwendigen Mg2+-Ionen) gestoppt. Die Membran wurde schließlich zwischen 
Filterpapier getrocknet. Eine trockene Membran kann über einen längeren Zeitraum aufbewahrt 





Zur Herstellung von polyklonalen Antiseren gegen Malat-Enzym (56 kDa-Bande) sowie die bei 
der PEPCK-Reinigung entstehenden Polypeptide (62 und 18 kDa) aus Ectocarpus siliculosus 
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 Tag 1: Präimmunserum-Entnahme, anschließend 1. Injektion 
 Tag 14: 2. Injektion 
 Tag 28: 3. Injektion 
 Tag 56: 4. Injektion 
 Tag 98: 5. Injektion (als Verlängerung des Standardprotokolls) 
 Tag 122: Entblutung 
Pro Injektion wurden jedem Tier ca. 100 µg des gereinigten Proteins zugeführt. Dazu wurden die 
Proteine nach der Reinigung (siehe 2.5) in einem 12%-igen SDS-Acrylamidgel elektrophoretisch 
getrennt (2.8) und mit Coomassie Blue angefärbt (2.8.1.1). Aus dem mit einer Lösung aus 7% 
Essigsäure und 30% Ethanol entfärbten Gel wurden die relevanten Banden ausgeschnitten und in 
dieser Form der Firma Eurogentec (Seraing, Belgien) für die Immunisierung zugesandt. 
 
 
2.14 Reinigung der IgG-Fraktion eines polyklonalen Antikörperserums 
 
Die Antikörperseren wurden, um unspezifische Wechselwirkungen bei immunchemischen 
Nachweisen zu vermeiden, affinitätschromatographisch mittels Protein G-Agarose gereinigt. 
Protein G, ein Zelloberflächenprotein der Streptokokkengruppe G, ist ein Typ III Fc-Rezeptor, 
der - ähnlich wie Protein A von Staphylococcus aureus - mit Hilfe einer nicht-immunen Reaktion 
an die Fc-Region von IgG bindet. 
Sämtliche bei der Reinigung verwendeten Lösungen und Puffer wurden sterilfiltriert und auf 4°C 
vorgekühlt.  
Für die IgG-Reinigung wurde zunächst eine Ammoniumsulfatfällung mit dem Antikörperserum 
durchgeführt (nach HARLOW und LANE, 1988). Dazu wurden 2,4 ml Serum 10 min bei 500×g 
und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde zur Entfernung der restlichen unlöslichen 
Bestandteile für weitere 10 Minuten bei 10000×g und 4°C zentrifugiert. Eine an der Oberfläche 
gebildete Fettschicht wurde entfernt, die darunterliegenden ca. 2,2 ml Serum vom Pellet getrennt 
und in einem neuen Gefäß auf Eis 1 Stunde gerührt, während langsam die gleiche Menge einer 
gesättigten Ammoniumsulfatlösung (3,9 M, 4°C) zugegeben wurde, so dass schließlich eine 
50%ige Ammoniumsulfatsättigung resultierte. 
Diese Suspension wurde anschließend 10 min bei 10000×g und 4°C zentrifugiert; das Pellet 
wurde in 2 ml 20 mM Na-Phosphatpuffer (pH 7.0) gelöst, nachfolgend 15 min auf Eis gerührt 
und erneut 10 min bei 10000×g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde dann zum Entsalzen 
auf eine zuvor mit Na-Phosphatpuffer (20 mM, pH 7.0) äquilibrierte Sephadex G-25 Säule (8 ml 
2 Material und Methoden 42
Volumen, Durchmesser 1,5 cm, Höhe 5 cm) aufgegeben und mit 20 mM Na-Phosphatpuffer (pH 
7.0) eluiert.  
Die weitere Reinigung der IgG-Fraktion des Antikörperserums erfolgte mittels einer an eine 
Schlauchpumpe (Pump P1, Pharmazia) angeschlossene HiTrap Protein G Affinitätssäule ( 1ml 
Gelbett; Durchflußgeschwindigkeit: 1 ml/min). 
Dazu wurde die aus der Ammoniumsulfatfällung kommende entsalzte Antikörperlösung auf die 
mit 20 mM Na-Phosphatpuffer (pH 7.0) äquilibrierte HiTrap-Säule aufgetragen. Zum 
Entfernen ungebundener Proteine wurde die Säule anschließend mit mindestens zehn 
Säulenvolumina des Natriumphosphatpuffers gewaschen. 
Die darauffolgende Elution der IgG-Fraktion erfolgte mit fünf Säulenvolumina 0,1 M 
Glycin/HCl-Puffer (pH 2.7), wobei das Eluat in 0,5 ml-Fraktionen in Reaktionsgefäßen 
gesammelt wurden, in denen je 50 µl 1 M Tris/HCl-Puffer (pH 9.0) zur Neutralisation vorgelegt 
worden waren, um eine Denaturierung der Proteine im sauren Elutionspuffer zu verhindern. 
Anhand des angefertigten Elutionsprofils (Messung der Absorption bei 280 nm) wurden IgG-
reiche Fraktionen vereinigt und anschließend mit Hilfe eines Centriprep® 10-Konzentrators 
(3×15 min, 3000×g, 4°C) auf 900 µl ankonzentriert. Die folgende Umpufferung des 
Konzentrates in 3 ml PBS-Puffer erfolgte wie oben an einer Sephadex G-25 Säule. 
Die so gereinigte, umgepufferte IgG-Fraktion wurde portioniert bei -20°C gelagert. 
Zur Überprüfung der Effektivität der Reinigung wurde der Proteingehalt der gereinigten IgG-




2.15 Immunchemische Assays 
 
Die Reaktivität der erzeugten Antiseren wurde durch Immuno-Präzipitation des NADP+-Malat-
Enzyms sowie der PEPCK in 0-55% bzw. 55-80% ammoniumsulfatgefälltem Extrakt aus E. 
siliculosus bestimmt. Dazu wurde das fraktioniert gefällte Rohextraktprotein in PBS gelöst und 
mit seriell unterschiedlichen Verdünnungen des entsprechenden Antikörpers (gereinigte IgG-
Fraktion) in PBS (Endvolumen 300 ml) 20 min bei 18°C inkubiert. Anschließend wurden 20 µl 
Protein A-Suspension zugegeben und der Ansatz für weitere 20 min unter vorsichtigem 
Schütteln bei 18°C inkubiert. Nach dreiminütiger Zentrifugation (8000×g, 10°C) wurde der 
Überstand in den jeweiligen Enzym-Assay (Endvolumen 1 ml) eingesetzt und eine 
Aktivitätsbestimmung, wie unter 2.9 angegeben, durchgeführt.  
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Für Immuninhibitionsstudien wurde die Enzym-Aktivität von PEPCK bzw. NADP+-ME in 
Anwesenheit unterschiedlich konzentrierter Antikörperlösungen ermittelt. Dazu wurde 
fraktioniert gefälltes Rohextraktprotein (0-55% AS für ME; 55-80% für PEPCK) mit 
Antikörperlösungen unterschiedlicher Konzentration 30 min bzw. 1 Stunde bei 18°C inkubiert 
und anschließend in den entsprechenden Enzym-Assay eingesetzt. 
 
 
2.16 Immuncytochemische Lokalisation verschiedener Proteine in 
Ectocarpus siliculosus und Pylaiella littoralis 
 
Der intrazelluläre Nachweis und die Lokalisation verschiedener Proteine von Ectocarpus 
siliculosus bzw. Pylaiella littoralis mit Hilfe spezifischer Antikörper erfolgte mittels indirekter 
Immunfluoreszenz.  
Dazu mussten die vegetativen Braunalgenzellen zunächst fixiert werden (um einer durch die 




2.16.1 Fixierung der Zellen 
 
Die Fixierung erfolgte in einer Lösung aus 3% Formaldehyd und 5% Methanol in PES/aqua dest. 
(1:2). Die direkt aus der Kultur entnommenen Algen (ca. 15-20 mg Frischgewicht) wurden dabei 
locker in das Fixierungsmedium in ein 2 ml Reaktionsgefäß eingegeben und 30 min unter 
vorsichtigem Schütteln auf Eis inkubiert. Der Zusatz von Methanol in Fixierungsmedien dient 
der Permeabilisierung von Membranen (KNOX, 1982). Anschließend wurden die fixierten Zellen 
dreimal in je 1,5 ml PES/aqua dest. (1:2) gewaschen. 
 
 
2.16.2 Aufbrechen der Zellen 
 
Die mit der Waschlösung gut benetzten Algen wurden in ein neues 2 ml Reaktionsgefäß 
übertragen und sofort in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Dann wurden sie sofort mit einem 
Metallstab so zerstoßen, dass sie möglichst schonend aufgebrochen vorlagen. 
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2.16.3 Inkubation mit primärem Antikörper 
 
Die geöffneten Algenzellen wurden leicht angetaut, bevor sie in einer Lösung aus 1% BSA mit 
dem verdünnten primären Antikörper in PES/aqua dest. (1:2) versetzt wurden. 
Die Inkubation mit dem primären Antikörper erfolgte 45 Minuten unter leichtem Schütteln auf 
Eis. Danach wurden die Zellen dreimal mit je 1 ml PES/aqua dest. (1:2) gewaschen, wobei 
jeweils nach einer einminütigen Zentrifugation bei 2000×g der Überstand verworfen wurde, die 
Algen in der Waschlösung kurz vorsichtig geschüttelt und wieder zentrifugiert wurden. 
 
 
2.16.4 Inkubation mit sekundärem Antikörper 
 
Anschließend an den letzten Waschschritt erfolgte die Inkubation der Zellen mit dem 
Sekundärantikörper. Als sekundäre Antikörper wurden ein FITC-konjugierter Ziege-anti-
Kaninchen IgG (Verdünnung 1:100) bzw. ein Cy 2-konjugierter Ziege-anti-Maus IgG Anti-
körper (Verdünnung1:150) eingesetzt. Wie bei dem Primärantikörper wurde auch hier der 
Antikörper in einer Lösung aus 1% BSA in PES/aqua dest. (1:2) verdünnt. Die Inkubation der 
Zellen in dieser Lösung erfolgte 30 Minuten unter leichtem Schütteln auf Eis. 
 
 
2.16.5 Einbettung der Zellen 
 
Nach der Inkubation mit dem sekundären Antikörper wurden die Algenzellen wie bereits unter 
2.16.3 beschrieben dreimal gewaschen. Das Algenzellen-Pellet aus dem letzten 
Zentrifugationsschritt wurde in 50 µl PES/aqua dest. (1:2) aufgenommen und auf einem 
Objektträger ausgestrichen. Nach leichtem Antrocknen des Ausstrichs wurden 40 µl eines 
Einbettungsmediums (3.16.6) aufgetragen, in das die Zellen luftblasenfrei eingemischt wurden. 
Abschließend wurde ein mit Vaselinefüßchen versehenes Deckglas aufgelegt. Nach 12-stündiger 
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2.16.6 Herstellung des Einbettungsmediums 
 
Die Einbettung von Immunfluoreszenz-Präparaten erfolgte in einer mit 0,1 % p-Phenylendiamin 
versetzten Mowiol-Glycerin-Lösung nach GROLIG et al. (1988). Dabei diente rekristallisiertes   
p-Phenylendiamin zur Verminderung des Ausbleichens der Immunfluoreszenz während der 
Mikroskopie (JOHNSON und NOGUERA ARANJO, 1980). Die Rekristallisation erfolgte, indem 3 g 
p-Phenylendiamin in 50 ml 1 M HCl bei 25°C gelöst, nach Zugabe von 1 g aktivierter Holzkohle 
2 h gerührt und anschließend durch einen Whatman-Filter filtriert wurden. Das Filtrat wurde auf 
Eis gekühlt, mit 35 ml kalter (4°C) HCl versetzt und unter Bildung weißer Kristalle 6 Stunden 
bei 4°C gehalten. Die mit Hilfe eines Büchner-Tichters vereinigten Kristalle wurden in aqua 
bidest. gelöst (1 % w/v) bei -20°C aufbewahrt. 
Für die Mowiol-Glycerin-Lösung wurden zu 6 g Glycerin 2,5 g Mowiol 4-88 zugegeben und 1 h 
gerührt, bevor nach Zugabe von 6 ml aqua dest. erneut 2 h bei Raumtemperatur gerührt wurde. 
Die Zugabe von weiteren 12 ml eines 0,2 M Tris/HCl-Puffers (pH 8.5) und das gelegentliche 
Rühren während einer 10-minütigen Inkubation bei 50°C (Wasserbad) diente dem vollständigen 
Lösen des Mowiols. Die Lösung wurde durch Zentrifugation (5000×g, 15 min, Raumtemperatur) 
geklärt und konnte so bei -20°C aufbewahrt werden.  
Zur Herstellung des p-Phenylendiamin/Mowiol-Einbettungsmediums wurde unmittelbar vor 
Gebrauch 150 µl 1%iges p-Phenylendiamin mit 850 µl der Mowiol-Glycerin-Lösung vermischt, 
zum Entfernen der Luftblasen kurz zentrifugiert (10000g, 30 sec, Raumtemperatur) und bis zum 
Verbrauch auf Eis gehalten. 
 
 
2.17 Konfokale Laser-Scan-Mikroskopie 
 
Die Kontrolle und Dokumentation Immuncytochemischer Lokalisationsversuche an den 
Algenzellen erfolgte mit Hilfe konfokaler Laser-Scan-Mikroskopie. Sämtliche konfokalen 
Aufnahmen wurden an einem TCS SP2 von Leica gemacht, wobei ausschließlich das 40-er HCX 
OL APO-Objektiv mit Ölimmersion (NA 1,32) eingesetzt wurde. Für die Anregung von FITC- 
bzw. Cy 2 markierter Strukturen wurde ein Argon 65 mW (457 nm, 476 nm, 488 nm, 514 
nm)-Laser eingesetzt, der stets auf minimaler Stufe betrieben wurde. 
Alle Bilder entstanden mit einer Auflösung von 1024×1024 Pixeln in Kombination mit einem 
Line-Average von 4 bis 16. 
 
2 Material und Methoden 46
2.18 Nachweis acider Kompartimente mit Oregon Green
®
 488 Carbonsäure 
 
Zur Lokalisation acider intrazellulärer Zellbereiche in E. siliculosus wurde der pH-sensitive 
Fluoreszenz-Farbstoff Oregon Green® 488 Carbonsäure (CDFF) verwendet. Mit einem pKa-Wert 
von ~5 ist dieser Farbstoff zum Nachweis mäßig saurer Bereiche geeignet. Da das geladene 
Farbstoffmolekül in der Regel nicht durch Zellmembranen permeiert, wurde in den Versuchen 
ein ungeladenes Diacetat-Ester-Derivat (Oregon Green® 488 Carbonsäure Diacetat Ester 
(CDFFDA)) des CDFF eingesetzt. 
Innerhalb der Zelle katalysieren unspezifische Esterasen die Spaltung der Esterbindung und 
gewährleisten so die Freisetzung des Farbstoffmoleküls. Dieses ist geladen und kann deshalb die 
Zelle nicht mehr verlassen, so dass es zu einer Anreicherung in der Zelle kommt. Die Inkubation 
der Zellen erfolgte für 20 min bei Raumtemperatur in einem Ansatz aus 10 mM Bis-Tris-
Propan/HCl (pH 7.8) in Seewasser, dem Etoxyzolamid in einer Konzentration von 40 µM sowie 
CDFFDA in einer Endkonzentration von 20 µM zugesetzt waren. Anschließend wurden die 
Zellen eine Stunde in Seewasser gehalten, um Reste des Inkubationsmediums von der 
Zelloberfläche zu entfernen. 
Die Zugabe von Ethoxyzolamid, einem Membran-permeablen Carboanhydraseinhibitor 
(MORONEY et al., 1985), sollte verhindern, dass externe und interne Carboanhydrasen, die auch 
Esterase-Aktivität besitzen, eine Spaltung der Esterbindung des Farbstoff-Konjugates auslösen, 
bevor dieses entsprechende Membranen passieren konnte. Ohne Inhibitorzugabe wurde der 
größte Teil des veresterten Farbstoffs extrazellulär hydrolysiert, so dass der Farbstoff nicht in 
ausreichenden Konzentrationen akkumulierte. 
Die Analyse der Zellen erfolgte mit dem Laser-Scan-Mikroskop TCS SP2 (Leica) unter Einsatz 
des 40-er HCX PL APO-Objektivs mit Ölimmersion (NA 1,32). Zur Anregung von CDFFDA 
wurde ein Argon 65 mW (488 nm)-Laser verwendet. Es wurde eine Bildauflösung von 
1024×1024 Pixeln in Kombination mit einem Line Average von 16 gewählt. 
 
2.19 Isolierung von Nukleinsäuren 
 
2.19.1 Isolierung und Reinigung von Gesamt-RNA 
 
Die Isolierung von Gesamt-RNA aus E. siliculosus erfolgte in Anlehnung an das von PEARSON et 
al. (2001) für Fucus vesiculosus entwickelte Protokoll zur RNA-Extraktion. Diese Methode nutzt 
das Prinzip der sauren Phenol-Chloroform-Extraktion, welches darauf beruht, dass bei pH-
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Werten unter pH 7.0 (maximaler Effekt bei pH 4.5) neben Proteinen auch DNA von Phenol-
Chloroformgemischen gefällt wird und sich wie die Proteine in der Interphase ansammelt, 
während RNA in der wässrigen Phase zurückbleibt. 
Direkt aus der Kultur entnommene Algen wurden zunächst mit kaltem Leitungswasser in einem 
Sieb abgespült und mit Zellstofftüchern abgetupft, um PES-Rückstände von der Zelloberfläche 
zu entfernen. Direkt anschließend wurden die Algen in flüssigem Stickstoff zu einem feinen 
Pulver zerrieben. 
Zu je 150 mg Algenpulver wurden 750 µl RNA- Extraktionspuffer zugegeben und 20 min lang 
bei Raumtemperatur kräftig geschüttelt. Anschließend wurde extrahiert, indem nacheinander je 
77 µl 1,5 M Na-Acetat (pH 4.0) und ein Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) 
beigemischt wurden. Die Phasentrennung dieses Gemisches erfolgte durch 20-minütige 
Zentrifugation bei 10000×g (Raumtemperatur). Die obere wässrige Phase wurde in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und vorsichtig mit dem 0,3-fachen Volumen Ethanol vermischt. Nach 
Zentrifugation (10000×g, 5 min, Raumtemperatur) wurde der Überstand von einem weißen 
Pellet aus Polysacchariden und einem Großteil der DNA getrennt und mit 1 Volumen 
Chloroform durch kräftiges Schütteln und anschließende Zentrifugation (10000×g, 20 min, 
Raumtemperatur) extrahiert. 
Die obere wässrige Phase wurde zur RNA-Fällung mit 0,25 Volumen 12 M LiCl und 
Mercaptoethanol (Endkonzentration 1 %) versetzt und über Nacht bei -20°C inkubiert. 
Nach Zentrifugation (10000×g, 30 min, 4°C), Waschen des Pellets mit 1 ml 75% Ethanol und 
erneuter Zentrifugation (10000×g, 5 min, 4°C) wurde die RNA in 100 µl aqua bidest. 
aufgenommen. Anschließend wurde einmal mit 10 µl 1,5 M Na-Acetat (pH 4.0) sowie 1 
Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol und einmal mit 1 Volumen 
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) jeweils durch Schütteln und anschließendem Zentrifugieren 
(10000×g, 20 min, 4°C) zur Phasentrennung extrahiert. 
Zum Konzentrieren der RNA wurde die wässrige Phase mit 0,1 Volumen 3 M Na-Acetat (pH 
5,5) und 2 Volumen Ethanol versetzt und 6 Stunden bei -20°C gefällt. Nach Zentrifugation 
(10000×g, 30 min, 4°C), Waschen des Pellets mit 75% Ethanol, erneuter Zentrifugation 
(10000×g, 5 min, 4°C) und anschließendem Trocknen an der Luft wurde das RNA-Pellet in aqua 
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Die Anreicherung von Poly-A+-RNA aus der Gesamt-RNA erfolgte mit dem Oligotex mRNA 
Mini Kit (Qiagen). Die Trennung der polyadenylierten mRNA von anderen RNA-Spezies wurde 
dabei mittels Affinitätschromatographie an kovalent an eine Latexmatrix gebundenen Oligo-dT-
Nukleotiden nach dem Spin-Column Protokoll durchgeführt. 
Die mit 100 µl aqua bidest. von der Oligotex-Säule eluierte Poly-A+-mRNA wurde durch 
Zugabe von 3 M Na-Acetat (pH 5.5) und 2,5 Volumen Ethanol 4 h bei -20°C gefällt. Nach 
anschließender Zentrifugation (10000×g, 30 min, 4°C), Waschen des Pellets mit 75% Ethanol, 
erneuter Zentrifugation (10000×g, 5 min, 4°C) und dem Trocknen des Pellets an der Luft wurde 





Es wurden Präparationen ausgehend von 2 ml E. coli-Übernachtkultur nach der alkalischen 
Lysemethode von BIRNBOIM (1983) durchgeführt.  
Die pelletierten E. coli-Zellen (15000×g, 1 min, Raumtemperatur) wurden in 100 µl GTE-
Lösung, versetzt mit 15 µg DNase-freier RNase A, vollständig resuspendiert und 5 min bei RT 
inkubiert. Die folgende Zugabe von 200 µl 0,2 M NaOH/1% SDS (vorsichtig durchmischt) 
führte während 5 min Inkubation auf Eis zur Denaturierung bakteriellen Proteins durch SDS 
sowie chromosomaler und plasmidärer DNA durch NaOH. Zur anschließenden Neutralisation (5 
min auf Eis), die mit der Renaturierung der Plasmid-DNA einhergeht, wurden 150 µl einer 5 M 
Kalium-Acetat-Lösung (pH 4,8) zugemischt. Dabei fielen chromosomale DNA, bakterielle 
Proteine sowie komplexiertes Kalium/SDS aus. Sie wurden durch Zentrifugation (15000×g, 5 
min, Raumtemperatur) mit den bakteriellen Zellbruchstücken pelletiert. Der klare Überstand (ca. 
400 µl, SDS-Flocken-frei) wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und es wurde 1 ml 
100% EtOH (-20°C) zugemischt. Die Plasmid-DNA fiel während einer 2-minütigen 
Inkubationsphase bei Raumtemperatur aus. Die anschließende Zentrifugation (15000×g, 3 min, 
Raumtemperatur) ergab ein DNA-Pellet, welches mit 1 ml 70 % EtOH gewaschen wurde. Nach 
erneuter Zentrifugation (15000×g, 1 min, Raumtemperatur) wurde der Überstand vollständig 
entfernt, das Pellet an der Luft getrocknet und schließlich in 25 µl EB gelöst. Diese DNA-
Präparation wurde bei 4°C bzw. bei -20°C aufbewahrt. 
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2.20 Konzentrations-, Grössen- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsäuren 
 
2.20.1 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung mittels Absorptionsspektrometrie 
 
Der Gehalt von Nukleinsäuren in wässrigen Lösungen wurde spektrophotometrisch anhand der 
Extinktion der entsprechenden Proben bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt.  
Dabei gilt: c[µg/ml] = OD260 × V × F 
wobei: OD = optische Dichte bei 260 nm Wellenlänge 
 V = Verdünnungsfaktor 
 F = Multiplikationsfaktor (= 50 für dsDNA, da: A260 = 1  50 µg/ml für DNA; 
     40 für RNA, da: A260 = 1  40 µg/ml für RNA) 
Außerdem erhält man aus dem Verhältnis der OD260nm zu der OD280nm eine Aussage über 
Proteinkontaminationen in der Lösung. So weisen proteinfreie Nukleinsäurelösungen, abhängig 
von Gesamtbasenzusammensetzung und Sekundär-Strukturen, ein Extinktions-Verhältnis von 
1,8 - 2,0 auf. 
Um mögliche Messungenauigkeiten zu vermeiden, die sich aus pH- und 
Salzgehaltsschwankungen in ungepuffertem Wasser ergeben, wurde die OD-Messung in einem  
2 mM Na2HPO4-Puffer (pH 8.5) durchgeführt (WILFINGER et al., 1997). 
 
 
2.20.2 Mengen- und Größenbestimmung im Agarosegel 
 
Die ungefähre Menge und Konzentration von Nukleinsäuren in Agarosegelen (siehe 2.22) 
konnte durch Auftragen eines "Markers" definierter Menge und bekannter Fragmentlänge 
abgeschätzt werden. 
Für DNA wurde der -DNA /EcoR I, Hind III-Marker (Fragmentlängen: 21226, 5148, 4973, 
4268, 3530, 2027, 1904, 1584, 1375, 947, 831, 564 bp) verwendet. Nach der Elektrophorese 
wurde die aufgetragene DNA-Menge abgeschätzt, indem die Fluoreszenzintensität der einzelnen 
Banden des Markers mit denen der DNA-Probe verglichen wurde. 
Zur Bestimmung der Länge von RNA-Fragmenten wurde eine RNA-"Leiter" (High Range) 




2 Material und Methoden 50
2.21 Verdau mit Restriktionsenzymen 
 
Zur Größenbestimmung von isolierter Plasmid-DNA (2.19.3) wurde diese mit Typ II 
Restriktionsendonukleasen verdaut. In einem 20 µl Ansatz wurden dabei 2 Units 
Restriktionsendonuklease pro µg zu spaltender DNA eingesetzt und 2 h bei 37°C inkubiert. Der 
Verdau wurde zur Inaktivierung des Enzyms durch Zugabe von DNA-Probenpuffer und 15 min 
Inkubation bei 65°C gestoppt. Die Analyse erfolgte durch Gelelektrophorese (siehe 2.22.1). 
 
 
2.22 Elektrophorese von Nukleinsäuren 
 
2.22.1 Nicht-denaturierende Gelelektrophorese von DNA 
 
Die Auftrennung von DNA-Fragmenten, deren Größenbestimmung sowie die Kontrolle der 
Reinheit und Konzentration von DNA-Proben erfolgte durch Elektrophorese in Agarosegelen 
unter nicht-denaturierenden Bedingungen. Für analytische und präparative Zwecke wurde die 
Elektrophorese in horizontalen 1%igen Agarose-Gelen der Größe 150 mm × 100 mm × 8 mm 
durchgeführt. 
Für 110 ml Agarosegellösung wurden 1,1 g Agarose in siedendem 1x TBE-Puffer gelöst, auf 
60°C abgekühlt und mit Ethidiumbromid (Endkonzentration: 0,5 µg/ml) versetzt. 
Die DNA-Proben wurden mit DNA-Probenpuffer versetzt (1 µl 10x PP zu 9 µl DNA-Probe)      
5 min bei 65°C inkubiert und anschließend auf das Gel aufgetragen. Als Referenz diente 1 µg 
Größenstandard-DNA.  
Die Elektrophorese wurde mit 1x TBE-Puffer bei einer Spannung von 100 bis 150 V 
durchgeführt. Nach dem Lauf wurden die getrennten DNA-Fragmente durch das interkalierte 
Ethidiumbromid unter UV-Licht mit einem UV-Transilluminator ( = 312 nm) sichtbar gemacht. 
 
 
2.22.2 Denaturierende Gelelektrophorese von RNA 
 
Die Trennung von RNA-Fragmenten, deren Größenbestimmung sowie die Kontrolle der 
Reinheit und Konzentration von RNA-Proben erfolgte durch Elektrophorese in horizontalen 
1%igen Agarosegelen (100 mm × 60 mm × 8 mm
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Inaktivierung von RNasen wurde die Gelapparatur 20 min mit 0,1 M NaOH sowie 5 min mit 3% 
Wasserstoffperoxidlösung behandelt und nachfolgend gründlich mit aqua bidest. gespült. 
Die Herstellung des Agarosegels erfolgte, indem die entsprechende Menge Agarose in 
siedendem aqua bidest. gelöst, anschließend auf 60°C abgekühlt und mit 20x MOPS-Puffer und 
einer 37%igen Formaldehydlösung zu einer Endkonzentration von 1x MOPS-Puffer und 6,6 % 
Formaldehyd versetzt wurde. 
Die in aqua bidest. gelösten RNA-Proben wurden mit 1 Volumen RNA-Denaturierungspuffer 
versetzt und 15 min bei 68°C inkubiert (danach sofort auf Eis gehalten). Nach Zugabe von 1/5 
des Endvolumens eines Bromphenolblau (100 mg/ml)-Ethidiumbromid (1mg/ml)-Gemisches 
wurde die RNA-Probe auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in 1x MOPS-Puffer 
bei einer angelegten Feldstärke von 7-9 V/cm. Nach beendeter Trennung wurde die RNA durch 
das interkalierte Ethidiumbromid unter UV-Licht ( = 312 nm) sichtbar gemacht. 
 
 
2.23 Isolierung von DNA aus Agarosegelen 
 
Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus nichtdenaturierenden Agarosegelen erfolgte mit dem 
NucleoTrap® Nucleic Acid Purification Kit (Clontech) nach Angabe des Herstellers. 






Die "schnelle Amplifikation von cDNA-Enden" (RACE) mittels PCR (FROHMAN et al., 1988) 
stellt eine Alternative zur meist zeitaufwändigen Erstellung und dem anschließenden Screening 
einer cDNA-Bank bei der Suche nach einer bestimmten cDNA dar. 
Ausgehend von Poly-A+-RNA erfolgt dabei die cDNA-Synthese durch Reverse Transkription 
unter Einsatz eines modifizierten Oligo-dT-Primers. Dieser trägt neben der Poly-T-Sequenz die 
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2.24.1 cDNA-Erststrangsynthese 
 
Die Synthese der 3'-RACE cDNA erfolgte mit dem SMART RACE cDNA Amplification Kit 
(Clontech), basierend auf der von CHENCHIK et al. (1996, 1998) entwickelten, simplifizierten 
Methode der "schnellen Amplifikation von cDNA-Enden". 
Dabei wurde zunächst 1 µg der isolierten Gesamt- oder Poly-A+-RNA (3.16.1, 3.16.2) aus 
Ectocarpus siliculosus mit 1µl 3'-cDNA-Synthese-Primer (10 µM) - mit aqua bidest. auf 5 µl 
Endvolumen aufgefüllt - 2 min bei 70°C inkubiert, und dann weitere 2 Minuten auf Eis gehalten. 
Anschließend wurden 5 µl 5x RT-Puffer, 1µl einer 20 mM DTT-Lösung sowie 1 µl eines 10 mM 
dNTP-Gemisches und schließlich 1 µl PowerScript Reverse Transkriptase zugegeben. Nach 
kurzer gründlicher Durchmischung wurde dieser Ansatz 1,5 h bei 42°C in einem Luftinkubator 
gehalten.  
Die synthetisierte cDNA wurde mit 250 µl (bei Start mit Poly-A+-RNA) bzw. 100 µl (bei Start 
mit Gesamt-RNA) Tricin-EDTA-Puffer verdünnt und für 7 min bei 72°C inkubiert. 





Die Amplifikation der 3'-DNA-Enden in der PCR erfolgte, ausgehend von cDNA als Template 
(1,25 µl des Erststrangsynthesereaktionsgemisches (2.24.1)), in 25 µl PCR-Reaktionsansätzen, 
die in folgender Zusammensetzung eingesetzt wurden: 
20 mM Tris/HCl (pH 8,9), 50 mM KCl, 2 mM MgCl2, 5 % DMSO, 0,2 mM dNTP-Mix und 0,1 
mg/ml BSA. Zusätzlich wurde Betain in einer Endkonzentration von 1 M zugefügt, welches 
neben einem denaturierenden Effekt auf GC-reiche DNA-Bereiche außerdem die 
Thermostabilität von Proteinen erhöht (WEISSENSTEINER und LANCHBURY, 1996). Neben dem 
SMART-Primer wurde der genspezifische Primer eingesetzt, beide in einer Endkonzentration 
von 0,3 µM. Die Reaktion wurde mit einer Kombination aus Pfu- und Taq-DNA-Polymerase 
durchgeführt (1 µl 50x Advantage 2 Polymerase Mix). Die Verwendung dieser beiden Enzyme 
im Verhältnis 1:11 ermöglicht zum einen, aufgrund der 3'-5' Exonukleaseaktivität der Pfu-
Polymerase, die Amplifikation langer DNA-Templates (BARNES, 1994). Zum anderen können 
die so amplifizierten Produkte aufgrund der terminalen Transferase-Aktivität der Taq-
Polymerase direkt in anschließende TA-Klonierungen eingesetzt werden. 
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2.24.2.1 Auswahl der Oligonukleotid-Sequenzen ("Primerdesign") 
 
Ausgehend von der durch N-terminale Sequenzierung ermittelten Aminosäuresequenz der 
entsprechenden Proteinuntereinheiten bzw. Fragmente wurden degenerierte Primer konstruiert. 
Sequenzen, bei denen eine Aminosäure durch Tripletts codiert wurde, die sich u.a. auch in den 
ersten beiden Codon-Positionen unterschieden, wurden nicht zur Herstellung der Primer 
herangezogen. Traten in der dritten Codon-Position zwei oder drei variable Basen auf, so wurde 
an dieser Stelle Inosin eingeführt (MARTIN et al., 1985). 
Es wurden sowohl genspezifische Primer gestaltet, deren Schmelzpunkt über dem des SMART-
Primers lag, um "Touchdown-PCR" zu ermöglichen und so ein unspezifisches Binden des 
SMART-Primers während der ersten Amplifikations-Runden zu unterbinden (DON et al., 1991; 
ROUX, 1995) als auch Primer mit zum SMART-Primer möglichst ähnlicher Schmelztemperatur. 
Die ungefähre Schmelztemperatur wurde nach folgender Formel ermittelt (MWG-Biotech, 
Ebersberg): 
Tm = 69,35 °C + 0,41 (% G + C) - 650/L) 
wobei: L = Länge des Primers (Anzahl der Basen) 
Grundsätzlich sollten die Primer eine Länge von 23-28 Nukleotiden nicht unter- bzw. 
überschreiten; der GC-Gehalt sollte möglichst ausgeglichen mit dem SMART-Primer zwischen 
50 - 70 % liegen. 
Desweiteren wurden die folgenden Kriterien beim "Primerdesign" berücksichtigt: 
- Vermeidung von Homopolymerbereichen (> 4 Nukleotide) 
- Vermeidung von internen "Haarnadel"-Sequenzen 
- Vermeidung komplementärer Sequenzen, die zur Primerdimerisierung führen können. 
 
 
2.25 Klonierung von PCR-Produkten 
 
Die Einführung eines in der PCR amplifizierten DNA-Fragmentes in einen für die anschließende 
Transformation geeigneten Vektor erfolgte durch TA-Klonierung. Diese Methode basiert auf der 
Beobachtung, dass Polymerasen ohne "proofreading"-Aktivität über eine terminale Transferase-
Aktivität verfügen, mit welcher in den meisten Fällen ein unspezifischer Überhang von einer 
Base - in den meisten Fällen ein Adenosin (HU, 1993; COSTA und WEINER, 1994) - an das 3'-
Ende von PCR-Produkten angehängt wird (CLARK, 1988). 
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In dieser Form modifizierte PCR-Produkte lassen sich effizient in einen komplementär mit 
Thymin-Überhang konstruierten Vektor ligieren (MARCHUCK et al., 1991). 
Die im folgenden dargelegte Klonierung der aus Agarosegelen isolierten PCR-Produkte erfolgte 
mit dem TOPO TA® Cloning Kit in den pCR®2.1-TOPO-Vektor (Invitrogen). Dabei wird die 
Ligation durch eine kovalent über eine 3'-Phosphotyrosyl-Bindung an den pCR®-TOPO-Vektor 
gebundene Vaccinia-Topoisomerase I katalysiert (SHUMAN, 1994). 
Für die Ligation wurden 1 µl aufgereinigtes PCR-Produkt (2.23) mit 1 µl Salzlösung (1,2 M 
NaCl + 0,06 M MgCl2), 3 µl aqua bidest. sowie 1 µl pCR




2.25.1 Herstellung kompetenter Zellen 
 
Die Herstellung transformationskompetenter E. coli-Zellen (Stamm DH5) erfolgte ausgehend 
von 3 ml einer Bakterienvorkultur (OD  2,5). Mit dieser wurden 100 ml LB-Medium angeimpft 
und bis zu einer OD600  0,6 bei 37°C unter Schütteln angezogen. Nach anschließender 10-
minütiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen zentrifugiert (2500×g, 10 min, 4°C), das Pellet 
in 16 ml eiskaltem T-Puffer resuspendiert, erneut 10 min auf Eis gehalten und zentrifugiert 
(2500×g, 10 min, 4°C). Das entstehende Pellet wurde abschließend in 4 ml eiskaltem T-Puffer, 
versetzt mit 7% (Endkonzentration) DMSO, resuspendiert und nach 10-minütiger Inkubation auf 





Für die Transformation kompetenter E. coli-Zellen (Stamm DH5) wurden 2 µl des 
Ligationsansatzes (siehe 2.25) zu 100 µl kompetenter Zellen gegeben, vorsichtig gemischt und 
20 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen einem 1-minütigen Hitzeschock bei 
42°C ausgesetzt, bevor sie für weitere 2 min auf Eis gehalten wurden. Nach Zugabe von 900 µl 
SOC-Medium wurde unter Schütteln 1 h bei 37°C inkubiert. Danach wurde der 
Transformationsansatz 2 min bei 5000×g (Raumtemperatur) zentrifugiert, der Überstand 
verworfen und das Pellet in 200 µl frischem SOC-Medium resuspendiert. Je 100 µl davon 
wurden auf eine auf 37°C vorgewärmte, mit 50 µl X-Gal-Lösung behandelte LB-Agar Platte mit 
Ampicillin (100 µg/ml) ausplattiert und über Nacht (16-20 h) bei 37°C inkubiert. 
2 Material und Methoden 55
Bakterienkolonien, in denen das LacZ-Gen durch die Insertion eines DNA-Fragmentes zerstört 
war, blieben aufgrund fehlender -Galactosidase-Aktivität weiß, während Klone ohne Insertion 
eine funktionsfähige -Galactosidase exprimierten und sich folglich blau färbten. Weiße 
Kolonien wurden in je 3 ml LB-Medium, versetzt mit Ampicillin (50 µg/ml), überführt und über 
Nacht unter Schütteln bei 37°C kultiviert. Von den Übernachtkulturen wurden Plasmid-
Minipräparationen (2.19.3) durchgeführt und diese durch Restriktionsanalyse auf das 





Die Sequenzierung klonierter DNA wurde von Dr. Stefan Zauner, AG Maier, FB Biologie, 
Universität Marburg, durchgeführt. 
Pro Sequenzierungsreaktion wurde je 1 µg in aqua bidest. gelöste Plasmid-DNA (3.16.3) 
bereitgestellt. Zur Sequenzierung wurde unter Verwendung des Thermo sequenase fluorescent 
labelled primer cycle sequencing Kit with 7-deaza-dGTP (Amersham Pharmacia, Freiburg) 
sowie IRD700- bzw. IRD800-markierten Sequenzierprimern der Li-COR 4200 
Sequenzierautomat (MWG, Ebersberg) eingesetzt. 
Die Auswertung der so erhaltenen DNA-Sequenzen erfolgte mit dem Programm ClustalX 
(JEANMOUGIN et al., 1998) zur automatischen Erstellung von Alignments. GeneDoc (NICHOLAS 
und NICHOLAS, 1997) wurde zum manuellen Edieren der Alignments verwendet. 
Sequenzvergleiche sowohl auf Nukleinsäure-, als auch auf Aminosäure-Ebene wurden mit 






3.1 Reinigung von Enzymen aus Ectocarpus siliculosus 
 
Die Trennung der Enzyme PEPCK und NADP+-Malat-Enzym aus dem Rohextrakt von 
Ectocarpus siliculosus erfolgte durch fraktionierte Ammoniumsulfat-Fällung. Dabei wurde die 
NADP-ME-Aktivität mit der ersten Fällungsstufe bei 55% Ammoniumsulfat-Sättigung 
vollständig präzipitiert. Mit dem darauffolgenden zweiten Fällungsschritt (55-80% Sättigung) 
wurde die gesamte PEPCK-Aktivität vereinigt. 
Neben der Trennung von dem NADP+-ME konnte die PEPCK auf diese Weise auch von 
Pyruvat-Kinase- und Lactat-Dehydrogenase-Aktivität separiert werden. Dieser Punkt erwies sich 
insbesondere für die Bestimmung der enzymatischen Aktivität der PEPCK als bedeutend, da 
Pyruvat-Kinase und Lactat-Dehydrogenase mit dem PEPCK-Assay interferierten, wenn sie mit 
dem Rohextrakt oder als Bestandteil gefällten Gesamtproteins (0-80% AS) zugegeben wurden. 
In Anwesenheit von PEP verursachten die beiden Enzyme in diesem Fall eine photometrisch 
nachweisbare Oxidation von NADH, die, im Gegensatz zur PEPCK-katalysierten Reaktion, 
CO2-unabhängig erfolgte. 
Zur Vermeidung dieser interferierenden Nebenreaktionen wurden PEPCK-
Aktivitätsbestimmungen im einfachsten Fall mit fraktioniert gefällten oder aber weiter 
aufgereinigten Extrakten durchgeführt. 
 
 
3.1.1 Reinigung von PEPCK 
 
Die durch fraktionierte Ammoniumsulfat-Fällung teilgereinigte PEPCK aus E. siliculosus wurde 
unter Anwendung eines Vier-Stufen-Protokolls ca. 170-fach aufgereinigt (Tab. 3.1). Das 
Protokoll umfasste eine Größenausschlusschromatographie an Sephadex®G-100, gefolgt von 
einem Chromatofokussierungsschritt und einer weiteren Ionenaustauschchromatographie an 
einer Recource Q-Säule sowie abschließender HPLC-gestützter Größenausschluss-
chromatographie (Gelfiltration). Basierend auf den Daten der Proteinreinigung ergab sich für die 






Tabelle 3.1: Reinigung von PEPCK aus Ectocarpus siliculosus.  
 
 Gesamtprotein Gesamtaktivität Spezifische Aktivität Ausbeute Reinigungs-
 (mg) (µmol min-1) (µmol mg-1 min-1) (%) faktor 
Rohextrakt 155 3,5 0,023 100 1 
55-80% (NH4)2SO4 48,5 2,5 0,052 71 2,3 
Sephadex G-200 25,8 0,8 0,031 23 1,4 
Chromatofokussierung 0,89 0,5 0,56 14,2 24 
Resource Q (HPLC) 0,18 0,13 0,71 3,7 31 
Gelfiltration (HPLC) 0,007 0,028 4 0,8 174 




              
Abb. 3.1a: Elutionsdiagramm von PEPCK aus teilgereinigtem Extrakt von E. siliculosus von einer Recource Q-
Säule in der HPLC. Im angelegten linearen KCl-Gradienten eluierte die Enzymaktivität bei einer KCl-Konzen-
tration von 0,05 M. 
Abb. 3.1b: Größenausschlusschromatographie an einer BioSil® Sec-Säule zur Isolierung von PEPCK aus einem 
vorgereinigten Proteingemisch aus E. siliculosus. Die Elution der PEPCK-Aktivität erfolgte nach ca. 7,9 min. Dies 
entspricht einer rel. molekularen Masse von ca. 90 kDa für das native Enzym. 
 
 
Der effizienteste Reinigungsschritt konnte durch Chromatofokussierung an PBM 94 erzielt 
werden. Bei einem absteigenden pH-Gradienten von pH 9.4 bis pH 6.0 eluierte die PEPCK vor 
dem Hauptanteil aller anderen Proteine bei einem apparenten isoelektrischen Punkt von pH 6.8. 
Die anschließende Elution der PEPCK von der Recource Q-Säule ergab einen distinkten, 
prominenten Peak bei einer KCl-Konzentration von ca. 0,05 M (Abb. 3.1a). Gleichzeitig mit der 
Gelfiltration als letztem Reinigungsschritt (Abb. 3.1b) erfolgte die Bestimmung des 
Molekulargewichts (Mr) der nativen PEPCK, für die anhand von Vergleichsproteinen ein Wert 
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von 90 kDa ermittelt wurde (Abb. 3.2). Bei erneuter Aufgabe der aktiven Fraktionen auf die 
Gelfiltrationssäule ergaben sich zusätzliche Elutionspeaks geringerer molekularer Masse (bei ca. 
30 und 18 kDa). Dies ging mit dem Verschwinden des 90 kDa Peaks und dem Verlust der 
enzymatischen Aktivität einher. 
 
 
Abb. 3.2: Bestimmung der apparenten
molekularen Masse nativer PEPCK und  des
NADP+-Malat-Enzyms aus E. siliculosus
anhand der Größenausschlusschromato-
graphie an einer HPLC-betriebenen
BioSil®Sec 250-5 Säule. 
Vergleichsproteine waren: 
1: Thyroglobulin, 670 kDa 
2: Rinder IgG, 158 kDa 
3: Hühner Ovalbumin, 44 kDa 
4: Pferde Myoglobin, 17 kDa 
5: Vitamin B12, 1,35 kDa 
 
Nach der Trennung des nativen 90 kDa Proteins durch SDS-Gelelektrophorese zeigte sich eine 
Bande mit Mr 62 kDa sowie eine prominentere Bande mit 18 kDa (siehe Abb. 3.3). Außerdem 
konnte gelegentlich eine schwache Bande im Bereich von 30 kDa nachgewiesen werden.  
Die Bestimmung der relativen molekularen Masse der im denaturierenden SDS-Gel getrennten 
Polypeptide erfolgte anhand einer Regressionsgeraden, ermittelt aus dem Verhältnis des 
Logarithmus der relativen molekularen Masse von Standardproteinen (66; 45; 36; 29; 24; 20,1; 
14,2 kDa) zu ihrer jeweiligen Laufstrecke im Gel (ohne Abbildung). 
 
 
Abb. 3.3: SDS-PAGE der verschiedenen Reinigungsschritte bei
der Reinigung von PEPCK aus E. siliculosus. Die mittels SDS-
PAGE in einem 12%igen Gel getrennten Proteine wurden mit
Silbernitrat gefärbt. 
Spur M: Vergleichsproteine 
Spur 1  : Präzipitat nach Ammoniumsulfat-Fällung (55-80%      
               Sättigung     
Spur 2  : Aktive Fraktionen nach Chromatofokussierung 
Spur 3  : Aktive Fraktionen nach Ionenaustauschchromato- 
               graphie an Resource Q 
Spur 4 : gereinigte PEPCK nach Gelfiltration an einer  









Tabelle 3.2: Reinigung von NADP+-Malat-Enzym aus Ectocarpus siliculosus.  
 
 Gesamtprotein Gesamtaktivität Spezifische Aktivität Ausbeute Reinigungs-
 (mg) (µmol min-1) (µmol mg-1 min-1) (%) faktor 
Rohextrakt 164 1,5 0,0091 100 1 
55-80% (NH4)2SO4 70,4 0,6 0,011 40 1,2 
Sephadex G-200 54,8 1,0 0,018 67 2 
Red Sepharose® CL-6B 1,8 0,49 0,27 33 30 
Resource Q (HPLC) 0,048 0,094 1,97 25,5 216 
Gelfiltration (HPLC) 0,007 0,041 5,65 2,75 620 




Die an die Ammoniumsulfat-Präzipitation anschließende Reinigung des NADP+-Malat-Enzyms 
aus Ectocarpus siliculosus setzte sich aus folgenden Schritten zusammen: Nach einer Entsalzung 
und groben Trennung von kleineren und größeren Proteinen mit einer Sephadex®G-100-Säule 
erfolgte eine affinitätschromatographische Reinigung an Red Sepharose® (Bindung von 
Nucleotid-Cofaktor-nutzenden Proteinen). Da eine spezifische Desorption des Malat-Enzymes 
mit NADP+  auch in unterschiedlicher Kombination und Konzentration mit Salzen, Pyruvat 
oder Malat  von dieser Säule nicht erzielt werden konnte, wurde die Elution mit einem KCl-
Gradienten (0,04 - 0,35 M KCl) durchgeführt. Nach Entsalzen der Fraktionen mit ME-Aktivität 
durch Dialyse schlossen sich eine HPLC-gestützte Ionenaustausch- sowie eine 
Größenausschlusschromatographie an. Von der Resource Q-Säule eluierte der größte Anteil 
der Malat-Enzym-Aktivität bei einer KCl-Konzentration von ca. 0,2 M in einem distinkten Peak 
vor dem überwiegenden Teil der restlichen Proteine (Abb. 3.4a). Die aus der anschließenden 
Gelfiltration vereinigten, aktiven Fraktionen ergaben bei erneuter Aufgabe auf dieselbe Säule 
einen einzelnen homogenen Peak. Ähnlich wie für die gereinigte PEPCK zeigte sich auch für das 
ME eine geringe Stabilität nach der Größenausschlusschromatographie. Aus dem Vergleich mit 
verschiedenen Standardproteinen wurde für das native Malat-Enzym ein Molekulargewicht von 





           
Abb. 3.4a: Elutionsdiagramm von NADP+-ME aus teilgereinigtem Extrakt von E. siliculosus von einer 
ResourceQ-Säule in der HPLC. Die Enzymaktivität eluierte bei einer KCl-Konzentration von 0,2 M. 
Abb. 3.4b: Größenausschlusschromatographie an einer BioSil®Sec-Säule zur Isolierung von NADP+-ME aus einem 
vorgereinigten Proteingemisch aus E. siliculosus. Die Elution der PEPCK-Aktivität erfolgte nach ca. 6,1 min. Dies 
entspricht einer rel. molekularen Masse von ca. 440 kDa. 
 
 
Die Trennung des gereinigten Enzyms in der SDS-PAGE ergab eine einzelne Bande mit einer 
relativen molekularen Masse von 56 kDa (Abb. 3.5). 
Das NADP-ME wurde  620-fach aufgereinigt, wobei sich der affinitätschromatographische 
Schritt als der effektivste erwies (siehe Tab. 3.2). Aus den Daten für die Proteinreinigung ergab 




Abb. 3.5: SDS-PAGE der verschiedenen Reinigungsschritte bei der
Reinigung des NADP+-Malat-Enzyms aus E. siliculosus. Nach
elektrophoretischer Trennung in einem 12%igen SDS-Gel  wurden
die Proteine einer Silberfärbung unterzogen. 
Spur M: Vergleichsproteine  
Spur 1 : Präzipitat nach Ammoniumsulfat-Fällung (0-55%  
Sättigung) 
Spur 2 : aktive Fraktion nach Chromatographie an Red  
Sepharose 
Spur 3 : aktive Fraktionen nach Ionenaustauschchromatographie  
an Resource Q  
Spur 4 : gereinigtes NADP+-Malat-Enzym nach Gelfiltration 











Entscheidende kinetische Parameter der PEPCK und des NADP+-Malat-Enzyms aus Ectocarpus 
siliculosus wurden bereits in einer früheren Arbeit bestimmt (BUSCH, 1998). Die Ermittlung 
dieser früheren Werte erfolgte mit durch Aussalzchromatographie teilgereinigtem Zell-Extrakt. 
Zur Untersuchung, inwieweit die so bestimmten Werte auch für gereinigtes Enzym zutreffen, 
wurde eine Km-Wert-Bestimmung für die einzelnen Substrate mit ca. 30- bzw. 200-fach 
angereinigter PEPCK bzw. NADP+-ME (nach Chromatographie an der Resource Q-Säule) 
durchgeführt. Von der Verwendung von völlig reinem Enzym (nach 
Größenausschlusschromatographie mit der Bio-Sil®-Säule) musste aufgrund zu geringer 
Ausbeuten und mangelnder Stabilität der Enzyme nach dem letzten Reinigungsschritt abgesehen 
werden. 
Für alle drei für die Carboxylierungsreaktion der PEPCK benötigten Substrate (CO2, PEP, ADP) 
ergaben sich normale Michaelis-Menten-Kinetiken (siehe Abb. 3.6 bis 3.8) mit den in Tab. 3.3 
aufgeführten Km-Werten. Während sich im Vergleich zu den früher bestimmten Werten für ADP 
und PEP nur minimale Abweichungen zeigten, lag der mit annähernd reiner PEPCK für HCO3
- 
ermittelte Km-Wert ca. dreifach über dem Wert, der für die PEPCK nach 
Aussalzchromatographie bestimmt worden war. Auf die Bestimmung der Substratabhängigkeiten 
der PEPCK für die decarboxylierende Reaktion wurde verzichtet, weil diese nur ein zehntel der 





a) Abhängigkeit der Carboxylierungsaktivität der PEPCK aus E. siliculosus von der ADP-Konzentration. Es wurde 
nach Ionenaustauschchromatographie (Resource Q) gereinigtes Enzym verwendet. Die Messung wurde bei pH 7 
und 25 °C durchgeführt. 
b) Lineweaver-Burk-Auftragung der unter a) dargestellten Michaelis-Menten- Kinetik.  
 
 
   
Abb. 3.7: 
a) Abhängigkeit der Carboxylierungsaktivität der PEPCK aus E. siliculosus von der HCO3
--Konzentration (pH 7,  
25°C). Es wurde nach Ionenaustauschchromatographie (Resource Q) gereinigtes Enzym aus E. siliculosus 
verwendet. 





a) Abhängigkeit der Geschwindigkeit der Carboxylierungsreaktion der PEPCK aus E. siliculosus von der 
Phosphoenolpyruvat-Konzentration. Für die Messung bei pH 7 und 25°C wurde nach Ionenaustausch-
chromatographie (Recource Q) gereinigtes Enzym verwendet. 





a) Abhängigkeit der Decarboxylierungsaktivität des NADP+-Malat-Enzyms von der L-Malat-Konzentration bei    
pH 7.5 und 25°C (es wurde nach Ionenaustauschchromatographie gereinigtes Enzym aus E. siliculosus verwendet). 
b) Doppelt reziproke Auftragung nach Lineweaver-Burk der unter a) dargestellten L-Malat-Abhängigkeit des Malat-





Abb. 3.10a + b: 
a) Abhängigkeit der Decarboxylierungsaktivität des NADP+-Malat-Enzyms aus E. siliculosus von der NADP+-
Konzentration. Die Substratabhängigkeit wurde mit weitgehend gereinigtem Enzym (nach Ionenaustausch-
chromatographie) bei pH 7.5 und 25°C durchgeführt. 




       
Abb. 3.10c: 







Auch mit nahezu reinem NADP-ME konnte für Malat eine normale Michaelis-Menten-Kinetik 
mit typischem hyperbolischem Kurvenverlauf nachgewiesen werden. Der zugehörige Km-Wert 
deutet hier im Vergleich zu nur grob angereinigtem Enzym auf eine etwas erhöhte Affinität zu 
Malat hin (siehe Tab. 3.3). Die Reinigung beeinflußte insbesondere das Verhalten des Enzyms 
gegenüber NADP+. Während das teilgereinigte Enzym nach Aussalzchromatographie noch eine 
typische Michaelis-Menten Kinetik, mit einem Km-Wert von 0,12 mM aufweist, erhält man im 
Falle des stark gereinigten Enzymes bei Auftragung nach Michaelis-Menten einen sigmoiden 
Kurvenverlauf, der auf das Vorliegen von Kooperativität hindeutet (siehe Abb. 3.10a). Der 
aufwärts gebogene Kurvenverlauf  bei doppelt-reziproker Auftragung nach Lineweaver-Burk 
bestätigt das Vorliegen von positiver Kooperativität. Zur Bestimmung des Hill-Koeffizienten 
wurde die Steigung der aus der Auftragung von log(v/vmax - v)) gegen den Logarithmus der 
Substratkonzentration resultierenden Ausgleichsgeraden bestimmt (siehe Abb. 3.10c). Für 
NADP+ wurde demnach ein Hill-Koeffizient von 2,74 ermittelt, was bedeutet, dass das Malat-
Enzym über mindestens drei Bindungsstellen für NADP+ verfügt. Die Halbsaturierung des 
Enzyms lag bei einer NADP+-Konzentration von 0,07 mM. 
Substratabhängigkeiten in der carboxylierenden Richtung konnten nicht bestimmt werden, da die 
Reaktion unter den gegebenen in vitro-Bedingungen praktisch nicht umkehrbar war. 
 
 
Tabelle 3.3: Vergleich der Abhängigkeit der Enzyme PEPCK und NADP+-ME von ihren jeweiligen Substraten. Die 
Km-Bestimmung erfolgte mit teilgereinigtem Zellextrakt nach Aussalzchromatographie (Km 1) bzw. mit gereinigtem 
Emzym (nach Resource Q-Ionenaustauschchromatographie; Km 2). 
 
Enzym Substrat Km1 (mM) Km2 (mM) 
PEPCK ADP 0,27 0,23 
 HCO3 36,26 11,31 
 PEP 0,46 0,50 
NADP+-Malat-Enzym Malat 0,58 0,36 
 NADP+ 0,12 Kooperativität * 




3.2.2 Hemmung der PEPCK durch 3-Mercaptopikolinsäure 
 
Neben der Charakterisierung der PEPCK aus E. siliculosus anhand der dargestellten 
Substratabhängigkeiten wurde außerdem die Wirkung von 3-Mercaptopikolinsäure (3-MPS) auf 
die in vitro-Aktivität dieses Enzymes untersucht. 3-MPS gilt als spezifischer Inhibitor der 
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PEPCK aus Algen, vaskulären Pflanzen und tierischem Gewebe (KERBY und EVANS,1983b; 
HARLOCKER et al., 1991; REISKIND und BOWES, 1991). 
Auch für PEPCK aus E. siliculosus konnte eine spezifische Inhibierung der Carboxylierungs-
Aktivität durch 3-MPS nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.11). Das Enzym zeigte bei einer        





Abb. 3.11: Spezifische Inhibierung der in vitro-
Aktivität der PEPCK aus Ectocarpus siliculosus
durch 3-MPS. Die Bestimmung der
Enzymaktivität erfolgte mit durch Ammonium-
sulfatfällung (55-80% Sättigung) teil-
gereinigtem Rohextrakt. 3-MPS wurde in
unterschiedlichen Konzentrationen dem Enzym-
Assay zugesetzt. Die photometrische Messung




3.3 Immunchemische Nachweise 
 
3.3.1 Western-Blotting und Immun-Färbung mit Antiseren aus höheren Pflanzen 
 
Um die zeit- und kostenaufwendige Herstellung geeigneter Antikörper für immunologische 
Untersuchungen  zu umgehen, wurden zunächst Antikörper gegen PEPCK und NADP+-ME 
höherer Pflanzen auf ihre Anwendbarkeit, d.h. ihre Kreuzreaktivität gegenüber Proteinen aus 
Ectocarpus siliculosus, getestet. 
Es musste deshalb auf Antikörper gegen Proteine höherer Pflanzen zurückgegriffen werden, da 
bis zum Zeitpunkt der Durchführung dieser Tests Antikörper gegen PEPCK und ME aus 
Braunalgen nicht existierten, bzw. ihre Existenz nicht aus Veröffentlichungen hervorging. Erst 
2001 gelang es A. Cabello-Pasini (CABELLO-PASINI et al., 2001), einen Antikörper gegen 
PEPCK aus der Diatomee Skeletonema costatum herzustellen, der auch mit der PEPCK der 
Braunalge Laminaria setchellii kreuzreagierte. Die von Dr. Cabello-Pasini hergestellten 
Antikörper standen für diese Arbeit nicht zur Verfügung. Daher wurde ein polyklonaler 
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Antikörper gegen PEPCK aus dem C4-Gras Urochloa panicoides (FINNEGAN und BURNELL, 
1995) verwendet. 
Der polyklonale Antikörper gegen NADP+-ME war gegen das Enzym aus Mais-Blättern erzeugt 
worden (FATHI und SCHNARRENBERGER, 1990).  
Die Kreuzreaktivität beider Antikörper wurde nach Western-Blotting von Rohextraktproteinen 
aus Kalanchoë daigremontiana (als Vertreter einer CAM-Pflanze), aus Mais (als Vertreter einer 
C4-Pflanze), aus Spinat (als Vertreter einer C3-Pflanze) sowie aus Ectocarpus siliculosus auf eine 
PVDF-Membran überprüft. Die eingesetzten Verdünnungen wurden für die Rohextrakte der 






Abb. 3.12: Immunchemischer Nachweis von auf PVDF-
Membran immobilisierter PEPCK-Polypeptide aus Rohextrakt
von Kalanchoë (Spur 1), Mais (Spur 2), Spinat (Spur 3) und
E. siliculosus (Spur 4) mit Antiserum gegen die PEPCK aus
Urochloa panicoides. Eingesetzte Antiserumverdünnungen:
Spur 1, 1:3000; Spur 2, 1:15000; Spur 3, 1:3000; Spur 4,
1:2000. Die Trennung der Rohextraktproteine (5 µg pro Bahn)
erfolgte in einem 10%igen Gel durch SDS-PAGE. Die
Detektion der Immunreaktionen erfolgte mittels eines an










Abb. 3.13: Immunchemischer Nachweis von auf PVDF-
Membran immobilisierter NADP-ME-Polypeptide aus
Rohextrakt von Kalanchoë (Spur 1), Mais (Spur 2), Spinat
(Spur 3) und E. siliculosus (Spur 4) mit IgG gegen NADP-ME
aus Mais-Blättern. Eingesetzte Antikörperverdünnungen: Spur
1, 1:2000; Spur 2, 1:15000; Spur 3, 1:2000; Spur 4, 1:2000. 
Die Trennung der Rohextraktproteine (5 µg pro Bahn) erfolgte
in einem 10%igen Gel durch SDS-PAGE. Die Detektion der
Immunreaktionen erfolgte mittels eines an alkalische









Der Urochloa-PEPCK-Antikörper zeigte keine Kreuzreaktion mit Rohextrakt-Protein aus 
Ectocarpus (Abb. 3.12). Gleichwohl konnte aber für Kalanchoë eine Reaktion mit einem          
60 kDa-Protein und für Mais mit einem 69 und 63 kDa Protein nachgewiesen werden. Weiter 
zeigte sich für Spinat-Rohextrakt eine Kreuzreaktion mit einem 62 kDa-Protein. 
Die Immunreaktion des PEPCK-Antikörpers mit Polypeptiden unterschiedlicher Größe (69-60 
kDa) wiesen FINNEGAN und BURNELL (1995) auch in Urochloa panicoides-Rohextrakt nach. Sie 
interpretierten ihre Beobachtung so, dass das 69 kDa Polypeptid die in der Zelle aktive 
Untereinheit der PEPCK darstellt, während die anderen mit dem Antikörper kreuzreagierenden 
Banden unterschiedliche spezifische Degradationsprodukte darstellen. 
Der Mais-ME-Antikörper reagierte mit einem 62 kDa-Polypeptid sowohl aus Mais als auch aus 
Kalanchoë (Abb. 3.13). Dieses Ergebnis steht in Übereinstimmung mit der von FATHI und 
SCHNARRENBERGER (1990) beschriebenen Beobachtung für das ME dieser beiden Organismen. 
Hingegen ergab sich weder für Spinat (Abb. 3.13/ Spur 3) noch für Ectocarpus-Rohextrakt   
(Abb. 3.13/ Spur 4) eine Kreuzreaktion mit diesem ME-Antikörper. 
 
Neben den Antikörpern gegen PEPCK wurde auch ein Antiserum getestet (Abb. 3.14), das gegen 
die gereinigte, native Rubisco von Spinat gerichtet war (GROß et al., 1993) und deshalb sowohl 




Abb. 3.14: Immundetektion der Proteinuntereinheiten von
Rubisco in Rohextrakten aus Kalanchoë (Spur 1), Mais (Spur
2), Spinat (Spur 3) und E. siliculosus (Spur 4) mit
polyklonalem Antiserum gegen Rubisco (natives Enzym) aus
Spinat. Die durch SDS-PAGE getrennten Rohextraktproteine
(im 10%igen Trenngel; je 5µg pro Bahn) wurden mittels
Western-Blot auf eine PVDF-Membran übertragen (siehe
2.10), wo sie nacheinander mit dem Rubisco-Antiserum sowie
dem an alkalische Phosphatase gekoppelten sekundären
Antikörper inkubiert wurden. Eingesetzte Antiserum-
verdünnungen: Spur 1, 1:2000; Spur 2, 1:5000; Spur 3,
1:20000; Spur 4, 1:1000. Die Detektion der Immunkomplexe









Der Antikörper reagierte jeweils mit einer 56 kDa- sowie einer 12 kDa-Proteinuntereinheit der 
getesteten Rohextrakte aus Mais, Spinat und E. siliculosus. Für den Extrakt aus Kalanchoë ergab 
sich eine Kreuzreaktion mit einer 57 sowie einer 15 kDa-Bande.  
Diese Beobachtungen zeigen, dass sowohl der Urochloa PEPCK-Antikörper als auch der 
Antikörper gegen das NADP+-ME aus Mais keine nachweisbaren, spezifischen Kreuzreaktionen 
zumindest mit den denaturierten Enzymen PEPCK und ME aus E. siliculosus eingehen und 
daher für den Einsatz bei intrazellulären Lokalisationsversuchen ungeeignet sind. Aus diesem 
Grund wurden mit den aus E. siliculosus gereinigten und mittels SDS-PAGE getrennten 









Zur Erzeugung polyklonaler Antikörper gegen PEPCK und NADP+-Malat-Enzym aus 
Ectocarpus siliculosus wurden Kaninchen mit gereinigtem und im SDS-Polyacrylamid-Gel 
elektrophoretisch getrenntem Enzym (PEPCK: 62 und 18 kDa Polypeptid; ME: 56 kDa 
Polypeptid) immunisiert (siehe 2.13). Nach einem verlängerten Standard-
immunisierungsprotokoll (122 Tage) wurden nach der  Entblutung aus dem Serum durch 
anschließende IgG-Reinigung die polyklonalen Antikörper gewonnen (2.14). Die Effektivität der 
Reinigung wurde mittels SDS-PAGE in einem 10%igen Gel überprüft. Für alle drei Seren ergab 
sich nach Coomassie-Färbung eine reine IgG-Fraktion mit einer klaren intensiven 53 kDa Bande 
sowie einer sehr schwachen breitgezogenen Bande im Bereich von 23 kDa. Die 
Molekulargewichte der getrennten Proteine liegen damit im Bereich der für die großen und 
kleinen Untereinheiten von IgG-Molekülen zu erwartenden Größe. Als Beispiel ist in Abb. 3.15 
elektrophoretisch getrenntes Serum und die gereinigte IgG-Fraktion des mit dem 18 kDa 








Abb. 3.15: Reinigung der IgG-Fraktion aus Antiserum gegen das 18 kDa-
Polypeptid der PEPCK aus Ectocarpus siliculosus. Die elektrophoretische
Trennung des Antiserums (Spur 1) sowie der mittels Protein G daraus
isolierten IgG-Moleküle (Spur 2) erfolgte in einem 10%igen SDS-Gel. Die mit







3.3.2.2 Immunpräzipitation / Immuninhibition 
 
Zur Titer- und Spezifitätsbestimmung der erzeugten IgG-Fraktionen wurden 
Immunpräzipitations- und Immuninhibitionsstudien mit durch Ammoniumsulfatsättigung 
gefällten Rohextraktfraktionen (0-55% für NADP-ME bzw. 55-80% für PEPCK) aus E. 
siliculosus durchgeführt (siehe Abb. 3.15). Insgesamt wurden dabei für den PEPCK-Immunassay 
0,10 mg Protein und für den ME-Assay 0,25 mg Protein eingesetzt. 
Bei der Verwendung von IgG gegen das 62 kDa-Polypeptid der PEPCK sowie dem gegen das 
NADP-ME wurde weder die Aktivität der Enzyme im Assay gestört (Immunhemmung), noch 
konnte in einem Immunfällungstest (Fällung unter Einsatz der gereinigten IgG-Fraktion) 
Aktivität präzipitiert werden. 
Im Gegensatz dazu wurden mit einer Verdünnung von 1:10 (AK:AG) des Antikörpers gegen das 
18 kDa-Polypeptid der PEPCK 78% der PEPCK-Aktivität des AS-gefällten Rohextraktes 
präzipitiert  (siehe Abb. 3.16). Mit einer neunfach höheren Antikörper-Konzentration stieg der 
Prozentsatz immunpräzipitierter PEPCK auf 98,5% an. Kontrollversuche, in denen anstelle des 
Antikörperserums Präimmunserum eingesetzt wurde, gaben keine Hinweise auf spezifische 
Kreuzreaktionen. Diese Werte zeigen, dass das native Enzym spezifisch von dem Antikörper, der 
gegen das 18 kDa-Polypeptid der PEPCK aus E. siliculosus gebildet wurde, erkannt wird. Eine 




Abb. 3.16: Immunpräzipitation der PEPCK aus E.
siliculosus mit Immunglobulin G aus polyklonalem
Antiserum gegen das 18 kDa Polypeptid der
PEPCK aus E. siliculosus. Die Messungen wurden
mit Enzym in AS-gefälltem (55-80% Sättigung)
Ectocarpus-Rohextrakt durchgeführt (je 0,1 mg
Gesamtprotein). Immunkomplexe wurden durch an
Acrylperlen gebundenes Protein A adsorbiert und
vor der Enzymaktivitätsbestimmung durch Zentri-
fugation aus dem Assay entfernt. Es wurde die
Restcarboxylierungs-Aktivität der PEPCK im





3.3.2.3 Western-Blotting und Immun-Färbung 
 
Die IgG-Fraktionen der gegen das 62 kDa-Polypeptid der PEPCK und der gegen das ME 
gerichteten Seren zeigten ebenfalls keine Reaktion mit Polypeptiden nach der SDS-PAGE und 
Western-Transfer auf PVDF-Membranen (Abb. 3.17, 3.18). Dies galt sowohl für Rohextrakte als 
auch für die gereinigten Proteine der Alge. 
 
 
Abb. 3.17: Immunchemische Färbung von NADP-ME in Rohextrakt
bzw. gereinigtem Enzym nach SDS-PAGE und Western-Transfer auf
PVDF-Membran unter Einsatz der IgG-Fraktion des gegen das ME
der Alge gerichteten Serums. Eingesetzte Antikörperverdünnungen:
Spur 1, 1:500; Spur 2, 1:1500; Spur 3, 1:500. 
Als sekundärer Antikörper diente ein mit alkalischer Phosphatase
gekoppelter Anti-Kaninchen-IgG-Antikörper. Die Farbreaktion
erfolgte mit einem BCIP/NBT-Gemisch. 
Spur 1: Rohextrakt 
Spur 2: gereinigtes ME  
Spur 3: Rohextrakt; Immundetektion mit Präimmunserum des 






Abb. 3.18: Immunchemische Färbung von PEPCK in Rohextrakt bzw.
gereinigtem Enzym nach SDS-PAGE und Western-Transfer auf
PVDF-Membran unter Einsatz der IgG-Fraktion des gegen das 62 kDa-
Polypeptid der PEPCK der Alge gerichteten Serums. Eingesetzte
Antikörperverdünnungen: Spur 1, 1:1000; Spur 2, 1:500. 
Als sekundärer Antikörper diente ein mit alkalischer Phosphatase
gekoppelter Anti-Kaninchen-IgG-Antikörper. Die Farbreaktion erfolgte
mit einem BCIP/NBT-Gemisch. 
Spur 1: Rohextrakt 




Demgegenüber konnte eine spezifische Immunreaktion mit der IgG-Fraktion des gegen das      
18 kDa-Protein gerichteten Serums nachgewiesen werden (Abb. 3.19). Hier zeigte sich sowohl 
mit dem Rohextrakt als auch mit der gereinigten PEPCK eine deutliche Reaktion sowohl mit der 
18 kDa-Bande als auch mit der 62-kDa-Bande. Eine weitere Markierung im  Mr-Bereich von ca. 
23 kDa, die nur in Verbindung mit Rohextrakt auftrat, zeigte sich auch bei Kontrollansätzen, bei 
denen anstelle des primären Antikörpers Präimmunserum eingesetzt wurde (Abb 3.19/ Spur 3). 
 
 
Abb. 3.19: Immunchemischer Nachweis von auf PVDF-Membran
immobilisierten Polypeptiden aus Ectocarpus siliculosus mit  IgG
gegen das 18 kDa Polypeptid der PEPCK. Eingesetzte
Antikörperverdünnungen: Spur 1, 1:6000; Spur 2, 1:1000; Spur 3
(Präimmunserum) 1:2000. 
Als sekundärer Antikörper diente ein mit alkalischer Phosphatase
versehener Anti-Kaninchen-IgG-Antikörper. Die Farbreaktion erfolgte
mit einem BCIP/NBT-Gemisch.  
Spur 1: gereinigte PEPCK 
Spur 2: Rohextrakt 
Spur 3: Immundetektion mit Präimmunserum des Kaninchens 
 
 
In weiterführenden Immunoblot-Untersuchungen (ohne Abbildung) wurde die IgG-Fraktion des 
gegen das 18 kDa-Polypeptid der PEPCK aus E. siliculosus gerichteten Serums auf seine 
Kreuzreaktivität gegenüber Proteinen in Rohextrakten von Kalanchoë, Mais und Spinat hin 




3.4 Intrazelluläre Lokalisation 
 
3.4.1 Wahl der Fixierungsbedingungen 
 
Für intrazelluläre Lokalisationsstudien müssen die Zellen fixiert werden, um die Zellstrukturen 
während der anschließenden Behandlung weitestgehend zu erhalten. Verschiedene Vorversuche 
zeigten, dass sich die in der Literatur beschriebenen Fixierungsmethoden auf das hier verwendete 
Algenmaterial nicht anwenden ließen. Beispielsweise erwies sich ein von KATSAROS et al. 
(1991) für E. siliculosus eingesetztes Protokoll (2 min Inkubation in 0,5 ml 0,5% Igepal® in MT-
Puffer (15 mM HEPES, 5 mM MgSO4, 5 mM EGTA, 15 mM KCl, pH 7), dann Zugabe von 0,5 
ml 5% Paraformaldehyd in MT-Puffer und weitere 15 min Inkubation) als ungeeignet, weil der 




Abb. 3.20: Ectocarpus siliculosus-Zellen nach 17-minütiger
Inkubation nach dem von KATSAROS et al. (1991)
vorgeschlagenen Protokoll zur Fixierung von Zellen dieser
Algenart. Das Bild zeigt die Auflösung sämtlicher, innerhalb
der Plasmamembran befindlicher Bereiche und damit die
Ungeeignetheit der angewendeten Fixierungsmethode. Die
Aufnahme erfolgte an einem Inversen Mikroskop (IM 35,





Mit Hilfe zahlreicher Versuche unter Einsatz verschiedener Puffer (Hepes, Tris, Pipes, Na-
Phosphat), Fixantien (Glutaraldehyd, Methanol, Ethanol, Paraformaldehyd), Detergentien und 
Salzen in unterschiedlichen Konzentrationen erwies sich das unter 2.16.1 beschriebene 
Fixierungsprotokoll für E. siliculosus (Es BHI 293) als das geeignetste. 
Für die anschließende Antikörperinkubation mußte ebenfalls ein geeignetes System entwickelt 
werden, da selbst nach 30-minütiger Vorfixierung die Inkubation mit Antikörpern in den 
üblichen Medien bei Raumtemperatur (vermutlich durch Quellungsprozesse) zur Zerstörung von 





Abb. 3.21: Zellen von E. siliculosus nach Vorfixierung und
anschließender 30-minütiger Inkubation mit in 1% BSA in
TBS verdünnter Antikörperlösung bei Raumtemperatur.
Neben der zu vermutenden Quellung der Zellwand ist auch
die Zerstörung intrazellulärer Zellstrukturen erkennbar




Die unter 2.16.3 ff aufgeführte Inkubationsmethode stellt schließlich das für diese Zellen 
optimierte System dar. Eine Verlängerung der Inkubationszeit führte hier weder auf Eis noch bei 
Raumtemperatur zu anderen als den gezeigten Ergebnissen. 
Als Beweis für die Eignung der entwickelten Methode zur immuncytologischen Lokalisation von 
Proteinen in E. siliculosus diente der intrazelluläre Nachweis von Tubulin mit einem 
monoklonalen Anti-Tyrosin-Tubulin-Antikörper aus Maus (Sigma). Abb. 3.22a zeigt, dass auf 
diese Weise eine Lokalisation des verzweigten Tubulin-Filament-Skeletts innerhalb der 
gesamten - mechanisch aufgebrochenen - Zelle möglich ist. Zur Verdeutlichung der Zellausmaße 
wurde parallel zur Fluoreszenz des an den Tubulin-AK gekoppelten Fluorescein-Isothiocyanats 
die innerhalb der Chloroplastenbänder auftretende Chlorophyll-Autofluoreszenz derselben Zelle 
aufgenommen (Abb. 3.22b). In Kontrollen, in denen ausschließlich der sekundäre Anti-Maus 
IgG-Antikörper aus Ziege eingesetzt wurde, konnte keine oder nur sehr geringe, unspezifisch 








                  
Abb. 3.22a+b: Immuncytochemischer Nachweis von Tubulin in Ectocarpus siliculosus-Zellen. Fixierte Zellen 
(siehe 2.16.1) wurden mit primärem monoklonalem Anti-Tyrosin-Tubulin-Antikörper aus Maus (Sigma) und 
anschließend mit Cy2 -konjugierten Anti-Maus G-Immunglobulinen  inkubiert. Die konfokale Aufnahme wurde 
mit dem Laser-Scan Mikroskop TCS SP2 (Leica) gemacht. Bild a zeigt die durch indirekte Immunfluoreszenz 
sichtbargemachten Tubulinfilamente (grün) der Alge. Anhand der Autofluoreszenz der Chloroplastenbänder (rot) 







Abb. 3.23: E. siliculosus-Zelle, die zur Kontrolle nur mit 
sekundärem Cy2-Anti- Maus- IgG- Antikörper inkubiert 
wurde. Sonstige Bedingungen wie in Abb. 3.22. Die 
indirekte Immunfluoreszens (grün) und die Autofluoreszenz 






3.4.2 Lokalisation von Rubisco und PEPCK in Ectocarpus siliculosus-Zellen 
 
Immunfluoreszenz-Untersuchungen wurden mit IgG gegen das 18 kDa-Polypeptid der PEPCK 
aus E. siliculosus und zum Vergleich auch mit dem Anti-Spinat-Rubisco-Antiserum 
durchgeführt. Der Anti-PEPCK-Antikörper ergab eine deutliche Fluoreszenz der mit den 
Chloroplasten assoziierten Pyrenoide (Abb. 3.24a; siehe dazu auch eine 
Interferenzkontrastaufnahme der selben Zelle (Abb. 3.24b)). Diese spezifisch auftretende 
Immunfluoreszenz zeigte sich nicht, wenn die Zellen mit Präimmunserum (Abb. 3.25), oder nur 





                 
Abb. 3.24a+b: Lokalisation von PEPCK in einer Zelle der Braunalge Ectocarpus siliculosus mittels indirekter 
Immunfluoreszenz (Bild a). Die Inkubation erfolgte mit primärem Antiköper gegen das 18 kDa Polypeptid der 
PEPCK aus E. siliculosus (Verdünnung 1:20) und mit einem sekundären FITC-konjugierten Anti-Kaninchen-IgG-
Antikörper. Antikörperfluoreszenz (grün) und Autofluoreszenz der Chloroplasten (rot) sind überlagert dargestellt. 
Pfeile zeigen auf die stark fluoreszenzmarkierten (grün) Pyrenoide. Abb. 3.24b zeigt die im 
Differentialinterferenzkontrast aufgenommene Zelle aus Abb. 3.24a. Pfeile zeigen auf dieselben, bei dieser 
Aufnahme hyalin erscheinenden Pyrenoide wie in Abb. 3.24a. Während Bild a eine in z-Richtung konfokal 






Abb. 3.25: Kontrollversuch mit einer mit Präimmunserum
(vor Immunisierung mit dem 18 kDa-PEPCK-Polypeptid)
als ersten Antikörper behandelten Ectocarpus-Zelle. Als
sekundärer Antikörper diente ein FITC-Anti-Kaninchen-
IgG-Antikörper. Dargestellt ist ein Überlagerungsbild aus








Abb. 3.26: Ectocarpus siliculosus-Zelle, die zur Kontrolle
nur mit sekundärem FITC-Anti-Kaninchen-IgG-Antikörper
inkubiert wurde. Dargestellt ist ein Überlagerungsbild aus











Auch der Einsatz des polyklonalen Antikörperserums gegen Spinat-Rubisco ergab ein deutliches 
Fluoreszenz-Signal, das ebenfalls mit den Pyrenoiden assoziiert war (Abb. 3.27). Wie im Falle 
des Antikörpers gegen das 18 kDa Polypeptid der PEPCK sowie des  Präimmunserums treten 
auch hier zum Teil schwache Fluoreszenzen über den gesamten Zellbereich verteilt auf, die 
aufgrund ihrer geringen Intensität und diffusen Verteilung als nicht-spezifisches Binden des 
Primär- oder aber des Sekundär-Antikörpers zu werten sind. Auch gelegentlich auftretende 
stärkere Fluoreszenzsignale insbesondere an den Bruchstellen der Zellen sowie im Bereich der 
im Verlauf der gesamten Präparation aufgequollenen Zellwände sind aufgrund ihres sehr 
unregelmäßigen Auftretens als unspezifisch einzustufen. 
 
 
Abb. 3.27: Immuncytochemischer Nachweis von Rubisco in
E. siliculosus-Zellen. Nach Inkubation mit dem primären
Anti-Rubisco-Antikörper (1:50 verdünnt) erfolgte die
Bindung des sekundären FITC-konjugierten Anti-
Kaninchen-IgG-Antikörpers. Im Überlagerungsbild deutlich
zu erkennen sind die grün fluoreszierenden, mit den










3.4.3 Immunlokalisation von PEPCK und Rubisco nach Anzucht im Schwachlicht 
 
 
Wurden Algen aus normalen Lichtverhältnissen drei Wochen unter Schwachlichtbedingungen 
(0,15 Wm-2) kultiviert (unter Beibehaltung des Tag-/Nachtrhythmus) und im Anschluß daran mit 
dem P18-PEPCK-Antikörper behandelt, so zeigten diese keine Fluoreszenz mehr in den 
Pyrenoiden (ohne Abbildung). Rubisco blieb jedoch immuncytochemisch in den Pyrenoiden 
nachweisbar, allerdings in abgeschwächtem Maße (Abb. 3.28). Weitere zwei Wochen unter 
Schwachlicht hatten eine weitere Reduzierung bis hin zum völligen Verschwinden der indirekten 





                 
Abb. 3.28:                            Abb. 3.29:  
Linkes Bild: Immuncytochemischer Nachweis von Rubisco in E. siliculosus-Zellen, die drei Wochen unter 
Schwachlicht-Bedingungen (0,15 Wm-2) kultiviert wurden. Nach Inkubation mit einem primären Spinat-Rubisco-
Antikörper (Verdünnung 1:50) erfolgte die Bindung eines sekundären FITC-konjugierten Anti-Kaninchen-IgG-
Antikörpers nach dem unter 2.16 aufgeführten Protokoll. Im Vergleich zu unter Normalbedingungen (Abb. 3.27) 
angezogenen Zellen tritt hier eine verminderte Fluoreszenz in den Pyrenoiden auf. 
Rechtes Bild: Wie unter Abb. 3.28 behandelte, allerdings fünf Wochen unter SL-Bedingungen kultivierte                
E. siliculosus-Zellen. Hier zeigt sich ein weiterer, deutlicher Verlust der Fluoreszenz in den Pyrenoiden. 







3.5 Immunlokalisationsversuche von Tubulin, PEPCK und Rubisco in der 
Braunalge Pylaiella littoralis 
 
Pylaiella littoralis wurde zum Vergleich herangezogen, weil ihre Plastiden nicht band- sondern 
ei- bis linsenförmig sind. 
Wie für Ectocarpus siliculosus wurde auch für Zellen von Pylaiella littoralis zunächst die 
Anwendbarkeit der unter 2.16 aufgeführten Methode zur immuncytochemischen Lokalisation 
von Proteinen durch Einsatz eines Anti-Tyrosin-Tubulin-Antikörpers überprüft. Wie in 
Abbildung 3.30a zu sehen ist, ist auch hier, ähnlich wie bei Ectocarpus, eine spezifische 
Fluoreszenzmarkierung der über den gesamten Zellbereich verzweigten Mikrotubuli möglich. In 
Zellen, die nur mit dem sekundären Antikörper inkubiert worden waren, konnte keine 





                 
Abb. 3.30a+b: Immuncytochemischer Nachweis von Tubulin in Pylaiella littoralis-Zellen. Fixierte Zellen (siehe 
2.16.1) wurden mit primärem monoklonalem Anti-Tyrosin-Tubulin-Antikörper aus Maus (Sigma) und anschließend 
mit Cy2-konjugierten Anti-Maus G-Immunglobulinen inkubiert. Das linke Bild zeigt die durch indirekte 
Immunfluoreszenz sichtbar gemachten Mikrotubuli der Alge. Anhand der Autofluoreszenz der kugelförmigen 





Abb. 3.31: Pylaiella littoralis-Zelle, die zur Kontrolle nur
mit sekundärem Cy2-Anti-Maus-IgG-Antikörper
inkubiert wurde. Dargestellt ist ein Überlagerungsbild aus
indirekter Immunfluoreszenz (grün) und Autofluoreszenz







Sämtliche in Lokalisationsversuchen mit Ectocarpus-Zellen eingesetzten Antikörper wurden 
auch mit Pylaiella-Zellen getestet. Dabei konnte lediglich mit dem Antikörper gegen Rubisco 
aus Spinat eine spezifische Markierung nachgewiesen werden. Wie bei Ectocarpus beschränkte 
sich die FITC-Fluoreszenz auch hier auf die Pyrenoide (Abb. 3.33). Obwohl in Ectocarpus der 
Einsatz des Antikörpers gegen das 18 kDa PEPCK-Polypeptid zu einer klaren Markierung in den 
Pyrenoiden führte, zeigte sich in Pylaiella-Zellen kein dem Antikörper zuzuschreibendes Signal 
(Abb. 3.32). Diese Beobachtung könnte ihre Erklärung darin finden, dass die Pylaiella-Zellen 
nur über sehr geringe Mengen an PEPCK verfügen. Auch Enzym-Aktivitätsbestimmungen mit 
Rohextrakten aus Pylaiella-Zellen (unter den gleichen Bedingungen wie für Ectocarpus 





Abb. 3.32: Versuch zur Lokalisation von PEPCK in
P. littoralis-Zellen. Die Primärinkubation erfolgte mit dem
durch Immunisierung mit PEPCK (18 kDa Polypeptid) aus
E. siliculosus gewonnenen Antiserum (IgG-Fraktion). Nach
Inkubation mit dem sekundären FITC-gekoppelten
Antikörper zeigte sich keine deutliche, durch Kreuzreaktion
mit einem spezifischen Antikörper hervorgerufene,
Immunfluoreszenz. Dargestellt ist ein Überlagerungsbild der
indirekten Immunfluoreszenz (grün) und der






Abb. 3.33: Immuncytochemischer Nachweis von Rubisco in
Pylaiella littoralis-Zellen. Nach Inkubation mit einem
primären Spinat-Rubisco-Antikörper erfolgte die Bindung
eines sekundären FITC-konjugierten Anti-Kaninchen-IgG-
Antikörpers nach dem unter 2.16.3/4 aufgeführten Protokoll.
Im Überlagerungsbild deutlich zu erkennen sind die grün








3.6 Lokalisation acider Kompartimente in E. siliculosus-Zellen 
 
Zur Lokalisation acider Bereiche in Zellen von E. siliculosus wurde der Fluoreszenz-pH-
Indikator Oregon Green® 488 Carbonsäure gewählt. Dieser konnte bereits in höheren Pflanzen 
erfolgreich zum Nachweis acider Zellkompartimente eingesetzt werden (WILSON et al., 1998). 
Nach 20-minütiger Inkubation der Algenzellen mit CDFFDA (20 µM) in Anwesenheit des 
Carboanhydrase-Inhibitors Ethoxyzolamid (40µM; ohne Inhibitorzugabe wurde der größte Teil 
des veresterten Farbstoffs extrazellulär hydrolysiert und konnte deshalb nicht in ausreichender 
Konzentration in der Zelle akkumulieren) zeigte sich intensive Fluoreszenz in den Pyrenoiden 
der Alge (Abb. 3.34). Innerhalb der einzelnen Pyrenoide traten scheinbar unregelmäßig verteilt 




              
Abb. 3.34: Färbung acider Kompartimente in Zellen von E. siliculosus mit dem Fluoreszenz-pH-Indikator 
CDFFDA in Anwesenheit von Ethoxyzolamid. Der Indikator markiert ausschließlich Bereiche innerhalb der 





Zur Ermittlung von Aminosäuresequenz-Informationen wurden die gereinigten Enzyme mittels 
SDS-PAGE elektrophoretisch getrennt und auf eine PVDF-Membran übertragen. Alle drei 
Polypeptide (18 kDa- und 62 kDa-Polypeptid der PEPCK, ME) wurden von ihrem N-Terminus 
ausgehend ansequenziert. Dabei wurden jeweils 15 Sequenzierungszyklen durchlaufen. 
Während sich für die beiden PEPCK-Polypeptide klare Chromatogramme mit den in Tab 3.4 
aufgeführten Aminosäure-Sequenzen ergaben, konnte für das ME keine eindeutige Sequenz 
ermittelt werden, weil das Protein offenbar N-terminal "blockiert" vorlag. Von der teureren 
Sequenzierung interner Aminosäurebereiche des Malat-Enzyms mußte aus Kostengründen 
abgesehen werden. 
 
Tabelle 3.4: Durch N-terminale Sequenzierung ermittelte Aminosäuresequenz der Polypeptide der PEPCK aus      
E. siliculosus 
 
PEPCK-Polypeptid Aminosäure-Sequenz (N-C) 
P 62 ATVSS LGIDK ATGIT 
P 18 SGQAD YAANY TADQK 
Die Benennung der Aminosäuren erfolgte nach dem Ein-Buchstaben-Code 
 
 
3.8 RNA-Isolierung aus Ectocarpus siliculosus 
 
Ausgehend von mRNA aus E. siliculosus sollten die für PEPCK und NADP+-ME codierenden 
DNA-Sequenzen ermittelt werden. 
In anfänglichen Versuchen zur Isolierung der Gesamt-RNA aus E. siliculosus erwies sich die auf 
Guanidinisothiocyanat basierende Single-Step-Methode von CHOMCZYNSKI UND SACCHI (1987) 
als ungeeignet, obwohl sie bei verschiedenen höheren Pflanzen bereits erfolgreich zur RNA-
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Isolierung eingesetzt wurde. Auch der Einsatz von Trizol® Reagenz (CHOMZYNSKI, 1993) 
erbrachte keine saubere RNA-Präparation. Erst die Anwendung eines ursprünglich für Fucus 
vesiculosus entwickelten abgewandelten RNA-Isolierungsprotokolls (PEARSON et al., 2001) 
welches auf der klassischen, aber zeitaufwändigen Phenol/Chloroform-Extraktion beruht, erwies 
sich mit Abwandlungen als für E. siliculosus geeignet (siehe 2.19.1). Nach elektrophoretischer 
Trennung im denaturierenden Agarosegel ergab sich hier für die isolierte RNA je eine Bande im 
Bereich von 3200 sowie von 1800 Basen (siehe Abb. 3.35). Es ist davon auszugehen, daß es sich 
hierbei um die 25S sowie die 18S rRNA der Alge handelt. 
 
  
Abb. 3.35: Trennung von aus E. siliculosus isolierter Gesamt-RNA im 1%igen
danaturierenden RNA-Agarosegel (2.22.2). Sowohl von der Gesamt-RNA (Spur





3.9 3'-RACE-PCR  
 
Ausgehend von Gesamt-RNA bzw. daraus gereinigter Poly-A+-RNA erfolgte die Synthese der 
Erststrang-cDNA durch reverse Transkription (2.24.1). Die synthetisierte cDNA wurde direkt als 
Template in 3'-RACE PCR-Reaktionen eingesetzt (2.24.2). Neben dem SMART-Primer 
(antisense; Sequenz, siehe cDNA Synthese-Primer bei CHENCHIK et al, 1998) wurden 
verschiedene genspezifische degenerierte sense-Primer eingesetzt (siehe Tab. 3.5). Die Primer 
GSP P62 und GSP P18 wurden von den Abschnitten der N-terminalen Aminosäuresequenzen 
der 62 kDa- und 18 kDa-Polypeptide der PEPCK abgeleitet. Aufgrund der fehlenden 
Aminosäuresequenzdaten des Malat-Enzyms von E. siliculosus wurde der GSP ME von einer 
Konsensus-Sequenz abgeleitet. Für das Alignment (mit dem Programm ClustalW; THOMPSON et 
al., 1994) wurden Sequenzen von Arabidopsis, Phaseolus, Flaveria, Ricinus, Populus, Oryza, 
Zea, Cucurbita, Homo sapiens, Salmonella, Yersinia und Mesorhizobium gewählt. Dabei erwies 
sich der Sequenzbereich zwischen Aminosäure 325 bis 333 (Q F E D F A N H N) des NADP-
ME aus Zea mays (NCBI Proteindatenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Accession: 
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AAP33011) als stark konservierter Bereich und wurde daher für die Ableitung des Primers 
verwendet. 
 
Tabelle 3.5: In 3'-RACE PCR Experimenten verwendete Primer zur Amplifikation von PEPCK- und ME-
codierenden Sequenzen aus E. siliculosus  
 
Bezeichnung Sequenz 5'-3' Herkunft Richtung 
GSP P18 (1) GCI GA(CT) TA(CT) GCI GCI  
AA(CT) TA(CT) ACI GCI GA 
AS 4-13 des 18 kDA Polypeptids 
der PEPCK aus E. siliculosus 
sense 
GSP P18 (2) GGI CA(AG) GCI GA(CT) TA(CT) 
GCI GC 
AS 2-8 des 18 kDA Polypeptids 
der PEPCK aus E. siliculosus 
sense 
GSP P62 GGI ATC GA(CT) AA(AG) GCI 
ACI  GGI ATC AC 
AS 7-15 des 62 kDA Polypeptids 
der PEPCK aus E. siliculosus 
sense 
GSP ME CAG TT(CT) GAG GA(CT) TT(CT) 
GCI AA(CT) CA(CT) AA 
AS 325-333 der NADP-ME-




AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA 
GT 
Abgeleitet von der Sequenz des  






CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG 
CAA GCA GTG GTA TCA ACG CAG 
AGT 
Short Up: 




I steht für Inosin 
 
Die Amplifikationsreaktionen wurden mit cDNA (ausgehend von Gesamt-RNA oder Poly-A+-
RNA) als Template durchgeführt. Das verwendete Temperaturprogramm (Tab. 3.6) war auf die 
verschiedenen Primer abgestimmt. 
 
 
Tabelle 3.6: Temperaturprogramm für 3'-RACE-PCR-Amplifikationen 
 
1 Denaturierung 94°C 1 min 
2 Denaturierung 94°C 30 sec 
3 Annealing 60°C SMART Primer/ 
72°C UPM 
1 min 
4 Elongation 72°C 3 min 
5 Denaturierung 94°C 30 sec 
6 Annealing x°C 1 min 
7 Elongation 72°C 3 min 
8 Elongation 72°C 10 min 
25-45x bzw. 
30x bei 52°C 





Während die Schritte zwei bis vier, die eine spezifische Bindung des SMART-Primers (bzw. der 
UPM-Primer) ermöglichten, für alle Reaktionsansätze gleich waren, wurde die Annealing-
Temperatur des sechsten Schrittes (siehe Tab. 3.6) - dem eingesetzten genspezifischen Primer 
entsprechend - in einem Bereich von 5°C oberhalb bis 10°C unterhalb der errechneten 
Temperatur variiert. Ebenso wurde die Zyklenzahl der Schritte fünf bis sieben zwischen 25 und 
45 variiert. Als Kontrolle wurden Ansätze mit nur einem der beiden Primer verwendet. 
Außerdem diente ein Ansatz als weitere Kontrolle, in dem der SMART-Primer durch den UPM 
ersetzt wurde. Die Einführung der Long- und Short-Up-Primersequenz in das PCR-Produkt 
ermöglichte hierbei "Suppression PCR" (SIEBERT et al., 1995) und "Step out PCR" (MATZ et al., 
1999) und verhinderte die Bildung von PCR-Produkten, die durch unspezifische Bindung des 
SMART-Primers hervorgerufen werden können. 
Trotz vielfältiger Variationen in Temperatur, der Anzahl von Zyklen aber auch der 
Konzentration verschiedener Komponenten des Reaktionsansatzes konnte mit den Primern    
GSP P18 (1 und 2) und GSP ME keine Produktbildung hervorgerufen werden. Demgegenüber 
ergab der Einsatz des GSP P62 Primers sowohl durch Einsatz des SMART-Primers als auch des 
UPM unter den gegebenen Bedingungen (Reaktionsansatz siehe 2.24.2, Temperaturprogramm 
siehe Tabelle 3.6 mit 52°C Annealingtemperatur bei Schritt 6 und 30 Zyklen der Schritte 5-7) ein 
spezifisches PCR-Produkt. Bei Trennung dieses PCR-Produktes im nicht-denaturierenden DNA-
Agarosegel zeigte sich eine einzelne Bande im Bereich von ca. 1,1 kb (Abb. 3.36). Dieses 
Produkt entstand unabhängig davon, ob im Reaktionsansatz Gesamt-RNA oder aber Poly-A+-




Abb. 3.36: Amplifikationsprodukt der 3'-RACE-PCR. Das mit dem Primer
GSP P62 hergestellte Produkt wurde in einem 1% Agarosegel getrennt und
mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht. 
Spur 1: Produkt nach Verwendung von Gesamt-RNA (Auftrag: 12,5 µl des 
             PCR-Ansatzes 
Spur 2: Produkt nach Verwendung von Poly-A+-RNA (Auftrag: 25 µl des 
             PCR-Ansatztes)  









3.10 Klonierung und Sequenzierung des 3'-RACE-PCR-Produktes von  
GSP P62 
 
In Vorbereitung auf die anschließende Sequenzierung wurde das spezifische ca 1,1 kb große 
Produkt der Amplifikation mit dem GSP P62 (siehe Tab. 3.5) in den PCR® 2.1-TOPO Vektor 
kloniert. Dazu wurde das PCR-Produkt im 1%igen Agarosegel getrennt, die Bande 
ausgeschnitten und die DNA aus dem Gelstück eluiert. Die gereinigte DNA wurde anschließend 
in den 3,9 kb großen Vektor ligiert. Mit diesem Konstrukt wurden E. coli-Zellen (Stamm DH5) 
transformiert. Aus Übernachtkulturen transformierter E. coli-Zellen wurde die Plasmid-DNA 
isoliert und mit Hilfe von Restriktionsanalysen auf das Vorhandensein von DNA-Insertionen der 
korrekten Größe untersucht. Für die anschließende Sequenzierung wurde je 1 µg DNA der ca.    
5 kb großen Plasmid-DNA eingesetzt. 
 
Die ermittelte DNA-Sequenz setzte sich aus 1106 Nukleotiden zusammen, mit einem Stop-
Codon (TAG) an Position 619-621 (siehe Abb. 3.37). Ausgehend von dem genspezifischen 
Primer, der von der N-terminalen Aminosäuresequenz (AS 7-15) des 62 kDa Polypeptids der 
PEPCK aus E. siliculosus abgeleitet wurde, ist ein Amplifikationsprodukt zu erwarten, welches 
für ein Polypeptid von mindestens 62 kDa codiert. Für die von der sequenzierten 
Nukleotidsequenz im entsprechenden Leserahmen übersetzten Aminosäuresequenz (von 
Nukleotid 1 bis zum Stop-Codon) ergibt sich jedoch nur eine molekulare Masse von ca. 21 kDa. 
Berücksichtigt man die ersten sechs Aminosäuren aus der N-terminalen Sequenzierung die zum 
Erstellen von Primern ungeeignet waren, erhöht sich die molekulare Masse zwar auf 21,5 kDa, 


















  G  I  D  K  A  T  G  I  T  V  I  G  V  N  V  P  H  E  D  F 20 
    1 GGGATCGACAAGGCGACGGGGATCACTGTCATCGGCGTCAACGTGCCCCACGAGGACTTC 
  K  S  Q  A  E  A  A  L  E  A  A  D  S  S  A  P  A  A  R  S 40 
   61 AAGAGCCAAGCCGAGGCTGCTCTCGAGGCCGCGGACTCGTCCGCCCCCGCCGCTCGCTCG 
  P  A  K  Y  V  G  G  E  L  R  V  K  S  D  V  G  S  T  S  V 60 
  121 CCCGCCAAGTACGTCGGGGGAGAGCTCAGGGTCAAGAGCGACGTGGGGTCCACGAGCGTG 
  F  I  A  F  A  A  P  S  G  S  D  A  S  S  P  A  Y  E  V  L 80 
  181 TTCATTGCTTTCGCGGCGCCCTCTGGCTCGGACGCAAGTTCCCCGGCCTACGAGGTCCTC 
  G  A  L  L  G  A  R  A  R  Q  P  P  P  P  P  L  G  S  A  C 100 
  241 GGAGCCCTCCTCGGCGCACGCGCGCGGCAGCCGCCCCCTCCGCCTCTTGGTTCAGCGTGT 
  S  T  R  T  P  G  S  W  A  S  P  E  P  A  P  T  G  R  R  E 120 
  301 TCTACACGGACGCCGGGCTCGTGGGCGTCACCGGAACCTGCCCCAACGGGCAGGCGGGAG 
  R  C  R  R  R  S  L  L  L  L  G  P  S  D  G  V  Q  R  E  V 140 
  361 CGCTGTCGCAGGCGCTCGCTCTTGCTTCTCGGGCCTAGCGACGGCGTCCAACGCGAAGTG 
  A  S  A  I  A  S  S  K  V  S  R  A  L  K  M  E  K  P  L  Y 160 
  421 GCATCCGCGATCGCTTCTTCCAAGGTCAGCCGTGCCCTCAAGATGGAGAAGCCCTTGTAC 
  A  L  L  A  L  A  D  S  A  S  V  G  T  D  P  A  R  A  A  T 180 
  481 GCCCTCCTCGCCCTGGCCGACTCTGCCTCCGTTGGCACGGACCCCGCAAGGGCGGCGACG 
  A  L  D  G  V  T  A  A  A  V  K  K  A  A  V  P  R  S  S  R 200 
  541 GCCCTTGACGGTGTAACGGCAGCGGCGGTCAAGAAGGCAGCGGTGCCGCGATCAAGTCGG 
  A  C  R  W  L  L  *        206 
  601 GCATGTCGATGGCTTCTGTAGGCAACATCTTGGAGGTACCGCAAAAGGCGGAGATCGTGG 
  661 CAATGCTCTGACCCGGGGGGGTGGGTCTAGACTACTAGTGGTTCCTTTATCATAGCTCCC 
  721 TTGGCGTTCTGCGGGCGAGAGGGGCACTTGTACGGGCTTGCTGGTGAAGGTCATGATGAT 
  781 TTTTTTGTAGCTGCACCCCCTAAATTTCTTCCTCAAGACTGGATGGGAGGAGAAGATGGA 
  841 GATGGGAAGGTTCGAGACCCTGGGGGAGTTCTAGGACGCGTATTTTACCGCCCATTACGT 
  901 TTATTTGGTATGCACTTGATACAGAGTACTACAGCAGCAACAGGAGCTTTTCAATTTTGG 
  961 TGCGTACGCCACGCGGGCCCCCGTATGGACTGCTGCTATCCTACGTTGTAAGAATCGAAT 
 1021 CGTTTGGGTTTCCAGCGAGAGACCAATGAATGATGACGAGTGCTCGGTGCGTTTCTCGAA 
 1081 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
 
 
Abb. 3.37:  Nukleotidsequenz (untere Zeile, Nummerierung links) und daraus abgeleitete Aminosäuresequenz 
(obere Zeile, Nummerierung rechts) des mit dem GSP P62-Primer amplifizierten PCR-Produkts.    
 
 
Vergleiche in Datenbanken sowohl auf Nukleinsäuresequenz- als auch auf Aminosäuresequenz-
Ebene ergaben weder zu PEPCK noch zu anderen Proteinen bzw. Genen anderer Organismen 
signifikante Ähnlichkeiten. So konnte mit dem Programm Blast N 2.2.6 (ALTSCHUL et al., 1997) 
die größte Ähnlichkeit (mit einem E value von 1,9 (Score 42)) zu Nukleotidsequenzen aus Homo 
sapiens (Chromosom X clone XX-BAC 10326 mapX p11.4, komplette Sequenz), 
Methanosarcina acetivorans (str. C2A, Sektion 42 von 534 des kompletten Genoms) sowie 
Streptomyces coelicolor (A3(2) komplettes Genom) festgestellt werden. 
Etwas größere Ähnlichkeit (mit einem E value von 0,96 (Score 36,2)) zeigte sich auf Ebene der 
übersetzten Aminosäuresequenz (Blast X 2.2.6); ALTSCHUL et al., 1997) zu einem unbekannten 
Protein aus Arabidopsis thaliana sowie zu einem vorhergesagten Protein aus Neurospora crassa. 
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Für zahlreiche Arten höherer Pflanzen liegen detaillierte Charakterisierungen und 
Funktionsbeschreibungen für die Enzyme PEPCK und NADP+-Malat-Enzym vor (siehe 
zusammenfassend: DRINCOVICH et al., 2001; WALKER UND CHEN, 2002). Demgegenüber sind 
nur einige biochemische und molekulare Parameter dieser Enzyme aus Phaeophyceen bekannt, 
die sich außerdem auf wenige (höhere) Arten beschränken und speziesspezifisch z.T. stark 
voneinander abweichen (AKAGAWA et al., 1972; KREMER und WILLENBRINK, 1972; KERBY und 
EVANS, 1983b; JOHNSTON und RAVEN, 1989; CABELLO-PASINI et al., 2000). Entscheidende 
Gründe hierfür liegen sicherlich in einigen biochemischen Besonderheiten der Braunalgen, die 
eine Präparation von Proteinen und deren anschließende Analysen erschweren. So steht einem 
hohen Gehalt an Polyphenolen, Polysacchariden und Alginaten, von denen bekannt ist, dass sie 
unspezifisch mit Proteinen interagieren ( EVANS und HOLLIGEN, 1972; KOCH et al., 1980; 
JORDAN und VILTER, 1991), ein im Vergleich zu höheren Pflanzen deutlich geringerer 
Proteinghalt gegenüber (MARSDEN et al., 1981; KERBY UND RAVEN, 1985; KEEN et al., 1988). 
Trotz dieser Widrigkeiten gelang in dieser Arbeit die Isolation und Reinigung der Enzyme 
PEPCK und NADP+-Malat-Enzym aus der filamentösen Phaeophycee Ectocarpus siliculosus. 
 
 




Die Präparation des gereinigten NADP+-Malat-Enzyms zeigte im SDS-Polyacrylamidgel eine 
Proteinbande mit einer relativen molekularen Masse von 56 kDa. Die mittels 
Größenausschlusschromatographie ermittelte molekulare Masse für das native Enzym betrug 440 
kDa. Basierend auf diesen Daten erscheint für dieses Braunalgen-ME eine Quartärstruktur aus 
acht identischen Untereinheiten am wahrscheinlichsten. 
Auch für das NADP+-Malat-Enzym aus Escherichia coli wurde ein Oktamer (Mr = 550 kDa) aus 
identischen Untereinheiten nachgewiesen (SPINA et al., 1970). Demgegenüber treten die Enzyme 
anderer Bakterien als Monomere (in Streptococcus faecalis und Lactobacillus casei; LONDON et 
al., 1971), Dimere (in Sulfolobus solfataricus; BARTOLUCCI et al., 1987) oder Tetramere (in 
Pseudomonas putida; GARRIDO-PERTIERRA, 1983 oder Clostridium thermocellum; LAMED und 
ZEIKUS, 1981) auf. Für das Enzym aus Bradyrhizobium japonicum konnte gezeigt werden, dass 
es bei pH 7 als Tetramer, bei pH 8 hingegen als Dimer vorliegt (CHEN et al., 1997). Mit einer im 
Vergleich zum Enzym aus E. siliculosus wesentlich kleineren relativen molekularen Masse von 
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in der Regel 250 bis 270 kDa liegen die verschiedenen NADP+-Malat-Enzyme in Tieren 
(einschließlich des Menschen) als Homotetramere vor (siehe u. a. NEVALDINE et al., 1974; 
SWIERCZYNSKI, 1980; BUKATO et al., 1995). Für andere NADP+-Malat-Enzyme aus 
verschiedenen höheren Pflanzen wurden Konformationen aus vier bzw. sechs identischen 
Untereinheiten nachgewiesen (EDWARDS UND ANDREO, 1992; SAITOU et al., 1992; COLOMBO et 
al., 1997: FERREYRA et al., 2003). Ähnlich wie für das ME aus Bradyrhizobium japonicum 
konnte auch für das Enzym aus den Blättern von Saccharum officinarum eine pH-Wert-
abhängige Konformationsänderung nachgewiesen werden. Während das Enzym bei pH 8 
überwiegend in der tetrameren Form (Mr = 250 kDa) vorliegt, zeigt sich bei pH 7 hauptsächlich 
ein 125 kDa großes Homodimer (IGLESIAS und ANDREO, 1990). 
Die gesonderte Stellung des NADP+-Malat-Enzyms aus E. siliculosus bezüglich der Größe und 
Zusammensetzung des nativen Enzyms spiegelt sich auch in der Größe der monomeren Einheit 
wider. Diese ist mit 56 kDa kleiner als alle bisher beschriebenen NADP+-ME-Untereinheiten aus 
tierischem und menschlichem Gewebe. Die Größe der bislang aus Bakterien isolierten Enzym-
Untereinheiten reicht von 40 kDa bei Clostridium thermocellum (LAMED und ZEIKUS, 1981) bis 
hin zu 77 kDa bei Bradyrhizobium japonicum (CHEN et al., 1997). Dabei liegt die Untereinheit 
aus Pseudomonas putida mit einer Größe von 52 kDa (GARRIDO-PERTIERRA et al., 1983) der aus 
E. siliculosus am nächsten. Letztere ist mit 56 kDa auch kleiner als alle bisher beschriebenen 
NADP+-ME-Untereinheiten aus höheren Pflanzen. 
Aufgrund ihrer Funktion und Lokalisation werden die unterschiedlichen Isoformen des NADP+-
MEs aus höheren Pflanzen in photosynthetische bzw. nicht-photosynthetische plastidäre oder 
cytoplasmatische Enzyme klassifiziert (DRINCOVICH et al., 2001). ME-Untereinheiten mit der 
kleinsten molekularen Masse gehören zur Gruppe der photosynthetischen Isoformen. Diese 62 
bis 67 kDa großen Polypeptide sind in Chloroplasten der Bündelscheidenzellen von C4-Pflanzen 
zu finden (IGLESIAS UND ANDREO, 1990; MAURINO et al., 1996; CASATI et al., 1999). 
Demgegenüber sind die photosynthetischen Isoformen in CAM-Pflanzen im Cytosol lokalisiert 
und weisen eine Größe von 64-65 kDa auf (WINTER et al., 1982; SAITOU et al., 1992; HONDA et 
al., 2000). 
Bis vor kurzem wurden ME-Isoformen mit einer molekularen Masse von 72 kDa aus Blättern 
und Wurzeln von CAM-, C4- und C3-Pflanzen sowie aus etioliertem Gewebe von C4-Pflanzen 
ausschließlich als nicht-photosynthetisch charakterisiert (MAURINO et al., 1997; DRINCOVICH et 
al., 1998; HONDA et al., 2000). FERREYRA et al. (2003) identifizierten jedoch kürzlich eine 
Untereinheit gleicher Größe aus Blättern der CAM-Pflanze Aptenia cordifolia als offensichtlich 
photosynthetische Isoform. 
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Dieser Vergleich verdeutlicht, dass die molekulare Masse des Malat-Enzyms aus E. siliculosus 
allein nicht geeignet ist, um Rückschlüsse auf eine mögliche Zugehörigkeit des Enzyms zu einer 
der beschriebenen Isoformklassen höherer Pflanzen zu ziehen. Als in dieser Hinsicht 
aussagekräftiger erwiesen sich Vergleiche kinetischer Parameter. Bezüglich der Km-Werte für 
Malat und NADP+ zeigte das Enzym der Alge eine große Ähnlichkeit zu der photosynthetischen 
Isoform der "fakultativen" CAM-Pflanze Mesembryanthemum crystallinum. Dem Km-Wert von 
0,35 mM (bei pH 7.2) des Enzyms aus M. crystallinum (SAITOU et al, 1992) entsprach ein Km-
Wert von 0,36 mM (bei pH 7.5) des Enzyms aus E. siliculosus. Für Malat-Enzyme anderer 
höherer Pflanzen wurden Malat-Bindekinetiken ermittelt, die - wie bei M. crystallinum und E. 
siliculosus - einer normalen Michaelis-Menten-Kinetik folgten, oder aber negative bzw. positive 
Kooperativität zeigten (EDWARDS UND ANDREO, 1992; DRINCOVICH et al., 2001). Generell 
zeigen die MEe aus C4-Pflanzen eine höhere Affinität zu Malat als das der Alge. Demgegenüber 
wurden für C3-Pflanzen, aber auch für die obligate CAM-Pflanze Aptenia cordifolia, eine z.T. 
mehr als 10-fach geringere Affinität zu Malat bestimmt (DRINCOVICH et al., 1991; CASATI et al., 
1997; 1999; 2000; FERREYRA et al., 2003). 
Im weiteren Vergleich konnte auch für die Decarboxylierungsaktivität des Malat-Enzyms als 
Funktion der NADP+-Konzentration große Ähnlichkeit zwischen dem Enzym aus E. siliculosus 
und M. crystallinum festgestellt werden. So zeigen beide Enzyme in Abhängigkeit zur NADP+-
Konzentration eine sigmoidale Reaktionskinetik. Die in der Hill-Auftragung ermittelten 
Koeffizienten von 2,0 (M. crystallinum; SAITOU et al., 1992) und 2,74 (E. siliculosus) wiesen in 
beiden Fällen auf das Vorliegen von positiver Kooperativität hin. Im Gegensatz dazu stehen die 
einer normalen Michaelis-Menten-Kinetik folgenden hyperbolischen Kurvenverläufe für die 
Enzyme zahlreicher C4- und C3- Pflanzen sowie von Aptenia cordifolia, für die kein 
kooperatives Verhalten bei der Anlagerung von NADP+ nachgewiesen werden konnte. 
Insgesamt zeigen alle der bis dato untersuchten Malat-Enzyme einschließlich dem aus E. 
siliculosus eine hohe Affinität zu NADP+ mit Km-/S0,5-Werten im mikromolaren Bereich. Diese 
Eigenschaft sowie Übereinstimmungen aus Proteinvergleichen wurden als Hinweis gewertet, 
dass es sich bei der Bindungsstelle für NADP+ um einen durch die Evolution hindurch 
erhaltenen Sequenzbereich handelt (ROTHERMEL und NELSON, 1989). Diese Vermutung konnten 
DRINCOVICH et al. (2001) durch Aminosäuresequenz-Vergleiche auf der Basis von cDNA-
Sequenzen für 18 ME-Isoformen bestätigen. 
Trotz der artübergreifend konservierten NADP+-Bindestelle zeigen Enzyme aus C4-Pflanzen 
gegenüber denen aus C3- und CAM-Pflanzen (einschliesslich E. siliculosus) eine leichte, aber 
dennoch eindeutig erhöhte Affinität zu NADP. Auch die cytosolischen und mitochondrialen 
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NADP+-Malat-Enzyme aus diversen tierischen und menschlichen Geweben zeigen eine den 
Enzymen aus C4-Pflanzen ähnlich hohe Affinität zu NADP
+. Diese liegt etwa um den Faktor 
zehn über der der Enzyme aus C3- und CAM-Pflanzen sowie aus E. siliculosus (SWIERCYNSKI, 
1980; BUKATO et al., 1995; KUO et al., 2000; DRINCOVICH et al., 2001). 
Außer für die Km-Werte ergaben sich auch für das pH-Optimum der Decarboxylierungsreaktion 
der verschiedenen Malat-Enzyme ebenso wie für deren spezifische Aktivität signifikante 
Unterschiede zwischen C4-, CAM-, und C3-Pflanzen sowie Tieren und Bakterien. So wurden bei 
Bakterien (siehe u. a. SPINA et al., 1970; GARRIDO-PERTIERRA et al., 1983), tierischem Gewebe 
(siehe u. a. CHANG und CHANG, 1982; BUKATO et al., 1995), C4- und CAM-Pflanzen 
(DRINCOVICH et al., 2001) wesentlich höhere spezifische Aktivitäten der gereinigten Enzyme 
festgestellt als für die Enzyme aus C3-Pflanzen (CASATI et al., 1997; 2000) bzw. aus etiolierten 
Blättern (MAURINO et al., 1996) und Wurzeln (MAURINO et al., 2001) von Mais. Mit einer 
spezifischen Aktivität von 5,65 U/mg ähnelt das ME aus E. siliculosus eher dem der C3-
Pflanzen. Andererseits nimmt das Enzym wie das der C3-C4-Spezies Flaveria floridana mit 
einem pH-Wert von 7.5 eine intermediäre Stellung bezüglich des pH-Optimums ein. Während 
das pH-Optimum der photosynthetischen Enzyme von C4-Pflanzen um pH 8 angesiedelt ist, liegt 
es bei den von CAM und C3-Pflanzen im Bereich von pH 7 (DRINCOVICH et al., 2001). Auch die 
nicht-photosynthetischen Isoformen aus Mais zeigen ein pH-Optimum bei pH 7.5 (MAURINO et 
al., 1996; 2001). Für die NADP+-Malat-Enzyme zahlreicher tierischer sowie menschlicher 
Gewebe wurde gezeigt, dass sich das pH-Optimum der Decarboxylierungsreaktion mit der 
Malat-Konzentration ändert (SWIERCZYNSKI, 1980; ZELEWSKI und SWIERCZYNSKI, 1991; 
BUKATO et al., 1995). Ausserdem zeigen diese Enzyme (insbesondere die mitochondriellen) 
überwiegend höhere Aktivitäten bei der Katalyse mit Mn2+-Ionen (LIN und DAVIS, 1974; 
BUKATO et al., 1995), während die NADP+-Malat-Enzyme aus Pflanzen und das aus E. 
siliculosus höhere Aktivitäten unter Einsatz von Mg2+-Ionen zeigen (WEDDING, 1989; BUSCH, 
1998). 
 Zusammenfassend kann für das ME aus E. siliculosus festgestellt werden, dass die Ähnlichkeit 
zu den photosynthetischen Isoformen aus C4-Pflanzen sehr begrenzt ist. Tendenziell bestehen 
eher Übereinstimmungen mit Enzymen aus C3-Pflanzen und im höheren Maße zu intermediären 
Isoformen wie von Flaveria floridana bzw. zu "induzierbaren" Formen wie im Fall von 
Mesembryanthemum crystallinum (wo durch  Salz- und Trockenstress ein Übergang von C3-
Photosynthese zu Crassulaceen-Säure-Metabolismus ausgelöst werden kann; SAITOU et al., 
1994). Mit der Induktion des CAM geht dabei eine erhöhte Expression des NADP+-Malat-
4 Diskussion 
   
91
Enzyms als Folge einer Erhöhung der Transkriptionsrate des entsprechenden Gens einher 
(CUSHMAN, 1992). 
Die photosynthetischen ME-Isoformen in C4- und CAM-Pflanzen katalysieren die 
Decarboxylierung von Malat und stellen so CO2 für anschließende Fixierungsreaktionen der 
Rubisco bereit. Die Funktionen nicht-photosynthetischer NADP-ME-Isoformen erscheinen 
vielfältiger. Ihre Verbreitung erstreckt sich über verschiedene Gewebearten in C3-, C4-, und 
CAM-Pflanzen (EDWARDS und ANDREO, 1992; DRINCOVICH et al., 2001). Aufgrund dieser 
allgegenwärtigen Präsenz wird ihnen die Funktion eines anaplerotischen Enzyms zugeschrieben 
(housekeeping-Funktion), welches zum einen die Lieferung von NADPH und Pyruvat katalysiert 
und zum anderen an der Atmung partizipiert (EDWARDS und ANDREO, 1992). Desweiteren wurde 
bereits 1979 von PUPILLO und BOSSI die Mitwirkung einer cytosolischen ME-Isoform aus 
Maisblättern bei der intrazellulären pH-Regulierung vorgeschlagen (siehe auch EDWARDS UND 
ANDREO, 1992). Neuere Vorschläge zu intrazellulären pH-Regulationsmechanismen, die eine 
"alternative pathway oxidation" postulieren, unterstützen die Idee der Mitwirkung von Malat-
Enzym (und PEPC und PEPCK) an einem pH-Stabilisierungsmechanismus (SAKANO, 1998). Da 
jedoch in dem von SAKANO vorgeschlagenen Modell der pH-Kontrolle ein pH-Optimum des 
Malat-Enzyms im sauren Bereich vorausgesetzt wird, erscheint für das ME aus E. siliculosus mit 
einem pH-Optimum von 7,5 die Einbeziehung in einen solchen pH-Stabilisierungsmechanismus 
eher unwahrscheinlich. 
Schon länger ist bekannt, dass Malat-Enzyme an der Lieferung von NADPH für diverse 
cytologische Prozesse beteiligt sind (EDWARDS und HUBER, 1981). Beispielsweise konnte für 
Bohnen gezeigt werden, dass mit Hilfe des MEs die NADPH-Versorgung für eine erhöhte 
Ligninbiosynthese in verwundeten Blättern sichergestellt wird. Weitere Untersuchungen zeigten, 
dass durch UV-B-Bestrahlung die Induktion eines cytosolischen NADP-Malat Enzyms in 
Bohnen ausgelöst werden kann (PINTO et al., 1999). Dies steht im Zusammenhang mit der 
Bereitstellung von NADPH für die Biosynthese von Lignin und Flavonoiden zur pflanzlichen 
Verteidigung (SCHAAF et al., 1995). 
Da jedoch das ME aus Ectocarpus nach bisherigen Erkenntnissen nicht induziert wird und 
allenfalls circadian exprimiert wird (BUSCH, 1998), gibt es keine argumentative Grundlage für 
eine vergleichbare Beteiligung dieses Enzyms an einem Abwehrmechanismus. 
Da in dieser Arbeit die immunologischen und molekularbiologischen Ansätze zur Klärung der 
Funktion des Malat-Enzyms nicht zum Erfolg führten, sind weiterführende Untersuchungen 
nötig, um Aussagen über zusätzliche physiologische und molekulare Eigenschaften sowie seine 
Lokalisation treffen zu können. 
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4.2 Funktion der PEPCK 
 
Im Gegensatz zum NADP+-Malat-Enzym, für welches bis auf eine Ausnahme - eine 
Bestimmung der enzymatischen Aktivität in einem Rohextrakt von Spatoglossum pacificum 
(AKAGAWA et al., 1972) - keine Daten aus Braunalgen vorliegen, war die PEPCK aus 
Phaeophyceen wiederholt Gegenstand von Untersuchungen (AKAGAWA et al., 1972; KERBY und 
EVANS, 1983a; b; JOHNSTON und RAVEN, 1989, CABELLO-PASINI et al., 2000). 
Das Enzym aus E. siliculosus wurde im Rahmen dieser Arbeit 174-fach aufgereinigt. Die 
elektophoretische Trennung der gereinigten Präparation ergab im SDS-Polyacrylamidgel eine 
Proteinbande bei 62 kDa sowie, stets parallel dazu auftretend, eine zweite, in der Regel intensiv 
gefärbte Bande bei 18 kDa. Grundsätzlich besteht die Möglichkeit, dass diese beiden Banden 
Untereinheiten der nativen PEPCK repräsentieren. Dieser Erklärungsansatz erscheint jedoch 
sowohl im Hinblick auf die Größe des nativen Proteins als auch auf Ergebnisse aus 
Untersuchungen mit dem Antikörper gegen das 18 kDa Polypeptid eher unwahrscheinlich. 
Mit Hilfe von Größenausschlusschromatographie wurde für die native PEPCK eine relative 
molekulare Masse von ca. 90 kDa ermittelt. Ginge man davon aus, dass es sich bei den durch 
SDS-PAGE getrennten Polypeptidbanden um Untereinheiten des Enzyms handelt, so würde man 
für das native Protein eine molekulare Masse von ca. 80 kDa erhalten. Es fehlen also 10 kDa zur 
tatsächlichen Größe der nativen PEPCK. Außerdem konnte unter Einsatz des Antikörpers gegen 
das 18 kDa-Polypeptid eine Kreuzreaktion mit der 62 kDa-Bande nachgewiesen werden. Diese 
Beobachtung läßt darauf schließen, dass sich zumindest ein Teil des 18 kDa-Polypeptids im 62 
kDa-Polypeptid wiederfinden lässt und daher nicht eine separate Untereinheit darstellt. Ob das 
gesamte 18 kDa-Fragment einen Teil des 62 kDa-Polypeptids bildet, kann aufgrund der 
vorliegenden Ergebnisse nicht entschieden werden. Es scheint aber wahrscheinlich, dass es sich 
bei dem 18- und 62 kDa-Polypeptid jeweils um Degradationsprodukte handelt. Diese Erklärung 
findet auch in der Tatsache Unterstützung, dass sich bei einer erneuten 
Größenausschlusschromatographie der gereinigten nativen PEPCK Elutionspeaks geringerer 
molekularer Masse (62, 30 und 18 kDa) ergaben. Dies war mit dem Verschwinden des 90 kDa-
Peaks und dem Verlust der enzymatischen Aktivität verbunden. Dabei ist zu bemerken, dass im 
Gegensatz zu den beiden anderen stets präsenten Polypeptiden ein 30 kDa-Fragment nur sehr 
selten in SDS-Gelen auftrat und deshalb im Folgenden nicht weiter untersucht wurde. 
Ein Merkmal der PEPCK aus Blütenpflanzen könnte als weiterer Hinweis darauf gewertet 
werden, dass es sich zumindest bei dem 18- und 62 kDa-Polypeptid um Proteolyseprodukte und 
nicht um Untereinheiten der PEPCK aus E. siliculosus handelt. So zeigen PEPCKs verschiedener 
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Blütenpflanzen während der Extraktion regelmäßig den Verlust ihres N-terminalen Endes (ca. 12 
kDa; KIM und SMITH, 1994; FINNEGAN und BURNELL, 1995; WALKER et al., 1995). 
Auch für andere Enzyme gibt die Literatur zahlreiche Hinweise eines proteolytischen Zerfalls im 
Rohextrakt, beispielsweise für Rubisco (USADA und SHIMOGAWARA, 1994), für ADP-Glucose-
Phosphorylase (KLECZKOWSKI et al., 1993), NADP-Malat-Dehydrogenase (KAMPFENKEL, 1992) 
und PEP-Carboxylase (BAUR et al., 1992; USADA UND SHIMOGAWARA, 1994). Oft, wie auch im 
Fall der PEPCK höherer Pflanzen, tritt dieser Zerfall auf, ohne die maximale Aktivität (Vmax) des 
Enzyms zu beeinträchtigen. 
Für die PEPCK der Blütenpflanzen konnte gezeigt werden, dass die proteolytischen Reaktionen 
auftreten, wenn die Extraktion des Enzyms in einem pH-Bereich von acht oder darunter 
vorgenommen wird. Hingegen kann bei Extraktionen bei einem pH-Wert von neun und darüber 
der Zerfall des Proteins verhindert werden (WALKER und LEEGOOD, 1995; WALKER et al., 1997; 
WALKER et al., 2002). Zur Stabilisierung der Enzymaktivität der PEPCK aus E. siliculosus war 
es jedoch nötig, die Extraktion bei pH 8 durchzuführen (BUSCH, 1998). Ob der pH-Wert auch bei 
dieser PEPCK-Isoform einen proteolytischen Zerfall begünstigt und inwieweit auch hier eine 
pH-abhängige Stabilisierung des isolierten Moleküls möglich wäre, bleibt zu überprüfen. 
Obwohl die PEPCK aus Braunalgen mehrfach Gegenstand z.T. intensiver Untersuchungen war, 
existieren nur sehr wenige und widersprüchliche Daten über ihre molekulare Masse. So 
bestimmten KERBY und EVANS (1983b) für das native Protein aus Ascophyllum nodosum durch 
Größenausschlusschromatographie einen Wert von 60 kDa. Nach Trennung dieser Präparation 
im SDS-Gel ergab sich eine einzelne Bande im gleichen Größenbereich, weshalb auf das 
Vorliegen eines Monomers geschlossen wurde. Die Trennung einer anderen, nur partiell 
gereinigten PEPCK-Präparation der gleichen Alge in Gradientengelen ergab fünf Protein-Banden 
im Bereich von 95 bis 615 kDa (JOHNSTON und RAVEN, 1989) und es wurde geschlossen, dass 
das von KERBY und EVANS (1983b) gereinigte 60 kDa-Polypeptid eine Untereinheit eines 
Protein-Komplexes von größerer molekularer Masse darstellen könnte. 
Der Versuch von CABELLO-PASINI et al. (2000), PEPCK aus Laminaria setchellii zu isolieren 
schlug aufgrund zu geringer Ausbeuten und einer ungenügenden chromatographischen 
Auflösung - die dem hohen Gehalt saurer Polyphenole zugeschrieben wurde - fehl. Jedoch 
gelang die Reinigung des Enzyms aus der marinen Diatomee Skeletonema costatum. Die mittels 
Gelfiltration ermittelte molekulare Masse dieses Proteins betrug 87 kDa und die anschließende 
Trennung der nativen PEPCK im denaturierenden Acrylamidgel ergab eine Bande bei 43 kDa. 
Daraus wurde auf das Vorliegen eines Homodimers geschlossen. Antikörper gegen die 
denaturierte Form des Enzyms zeigten in Immunoblot-Experimenten eine Kreuzreaktion mit 
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einem 43 kDa-Polypeptid aus dem Rohextrakt der Braunalge Laminaria setchellii sowie von vier 
weiteren Phaeophyceen. 
In neueren Immunoblot-Untersuchungen wiesen WALKER und CHEN (2002) nach, dass ein 
Antikörper gegen PEPCK aus dem C4-Gras Panicum maximum (WALKER et al., 2002) 
Antigenität gegenüber einem 62 kDa Polypeptid aus den Extrakten von Fucus serratus, Fucus 
vesiculosus und Laminaria saccharina zeigt. Für die intakte PEPCK aus P. maximum selbst 
wurde nach SDS-PAGE eine Größe von 71 kDa ermittelt (WALKER et al., 2002). Demgegenüber 
tritt die PEPCK in CAM- und C3-Pflanzen stets als 74 kDa großes Protein auf (ausgenommen 
einiger Tillandsia-Arten, mit 78 kDa; WALKER und LEEGOOD, 1996). Die Größe des Moleküls in 
C4-Pflanzen variiert dagegen beträchtlich und reicht von 67 kDa (einige Gräser) bis zu 74 kDa 
(in Maisblättern; WALKER et al., 1997). In früheren Untersuchungen wurden PEPCK-Moleküle 
aus verschiedenen C3-, C4-, und CAM-Pflanzen isoliert und eine molekulare Masse von 62 kDa 
ermittelt. Wie WALKER später zeigen konnte, handelte es sich hierbei um Abbauprodukte, die 
entstanden, wenn die Extraktionen bei pH-Werten unter neun durchgeführt wurden. Unter diesen 
Bedingungen kam es zu dem bereits erwähnten Verlust des N-terminalen Endes (ca. 12 kDa; 
WALKER et al., 1995). 
Wie dargelegt wurde, besteht bezüglich der für die native PEPCK aus E. siliculosus bestimmten 
relativen molekularen Masse von 90 kDa eine große Ähnlichkeit zu dem für das Enzym aus 
Skeletonema costatum ermittelten Wert von 87 kDa. Als ebenfalls dazu passend könnte die von 
JOHNSTON und RAVEN (1989) durch Elektrophorese im Acrylamidgradientengel erhaltene 95 
kDa-Bande der PEPCK-Präparation von Ascophyllum nodosum gewertet werden. Diese Werte 
weichen jedoch deutlich von dem von KERBY und EVANS (1983b) für die gleiche Alge mittels 
Gelfiltration ermittelten Wert von 60 kDa ab. 
Widersprüchlich sind die Angaben über die molekulare Masse der Braunalgen-PEPCK in 
danaturierenden SDS-Gelen. Einerseits ist von CABELLO-PASINI et al (2001) für mehrere Arten 
ein Wert von 43 kDa bestimmt worden, andererseits wurde in dieser Arbeit für E. siliculosus ein 
Wert von 62 kDa bestimmt, der, wie oben diskutiert, wahrscheinlich zu einem 
Degradationsprodukt gehört. Entsprechende Werte erhielten auch WALKER und CHEN (2002) für 
eine Reihe von Phaeophyceen höherer Organisation. 
Sehr ähnlich dazu ist der von KERBY und EVANS (1983b) bestimmte Wert von 60 kDa für 
Ascophyllum nodosum. Außerdem wurde bereits 1977 von HOLDSWORTH und BRUCK für die 
PEPCK aus der Diatomee Phaeodactylum nodosum eine molekulare Masse von 62 kDa ermittelt. 
Es ist höchst unwahrscheinlich, dass sich die molekularen Massen von Enzymen so nah 
verwandter Arten (gleiche Gattung: Laminaria saccharina und L. setchellii) derartig 
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unterscheiden. Da es sich bei der 62 kDa-Bande um ein Degradationsprodukt handeln muss, 
dürfte auch das 43 kDa-Peptid durch Degradation während der Präparation entstanden sein. Wie 
bei der Reinigung des Enzyms aus höheren Pflanzen (WALKER et al., 1995) wäre so die Größe 
des entstehenden Produkts abhängig von der Reinigungsmethode. Ob es auch hier der pH-Wert 
des Isolierungspuffers ist, der einen solchen Effekt bewirkt, bleibt zu prüfen.  
Mit einer nativen molekularen Masse von 90 kDa und einer molekularen Masse von 62 kDa des 
größten Peptids in der denaturierenden Elektrophorese ist für das Enzym aus E. siliculosus eine 
dimere Natur, wie sie von CABELLO-PASINI et al. (2000) für die PEPCK aus S. costatum 
vorgeschlagen wurde, sehr unwahrscheinlich; zumindest gibt es keine Befunde, die auf das 
Vorliegen eines Dimers hindeuten. 
 
Tabelle 4.1: Vergleich kinetischer Parameter der PEPCK aus Ectocarpus siliculosus mit denen anderer 























CO2 = 0,48 
0,077 0,035 pH 7.0; 25°C 

























- = 3,02 0,20 0,03 pH 7.2; 24°C 
Ectocarpus 
siliculosus 
diese Arbeit;  
BUSCH, 1998 
7.0  HCO3
- = 11,31 
CO2 = 1,46 







- = 28,88 0,18 0,004 pH 7.2; 24°C 
 
Vergleiche der Km-Werte für die PEPCK aus verschiedenen Braunalgen zeigen insbesondere für 
das Substrat CO2/HCO3
- zum Teil gravierende Unterschiede (Tabelle 4.1). Dabei ist zu 
berücksichtigen, dass für die verschiedenen Spezies die Substratabhängigkeiten des Enzyms 
unter voneinander abweichenden Assay-Bedingungen ermittelt wurden. So variierte 
beispielsweise der pH-Wert in den Assays zwischen 7.0 und 8.5. Dass eine direkte Abhängigkeit 
des Km-Wertes für CO2 vom pH-Wert besteht, wiesen JOHNSTON und RAVEN (1989) für die 
PEPCK aus Ascophyllum nodosum nach. Dabei verursacht eine Erhöhung des pH-Wertes im 
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Assay eine Erniedrigung des Km-Wertes. Auch Mangan wurde in den Assays als Cofaktor in 
unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. Im Allgemeinen liegen die in den Assays 
eingesetzten Mn2+-Konzentrationen ( 4 mM) weit über den in Pflanzen- und Tierzellen 
vorzufindenden physiologischen (submicromolaren) Konzentrationen (QUIQUAMPOIX et al., 
1993). Für die PEPCK aus Panicum maximum zeigten CHEN et al. (2002), dass der Km-Wert für 
CO2, der unter Einsatz physiologischer Mn
2+- (und physiologischer Mg2+-) Konzentration 
bestimmt wurde (10 µM Mn2+ und 4 mM Mg2+), dreizehnmal größer war als bei einer 
Konzentration von 5 mM Mn2+. Auch für das Enzym aus E. siliculosus deutete sich in ersten 
Testversuchen an, dass sich bei Einsatz geringerer Mn2+-Konzentrationen (40µM) eine höhere 
Affinität des Enzyms zu CO2 ergibt (ohne Abbildung). Da die Bestimmung der enzymatischen 
Aktivität bei solch niedrigen Mn2+-Konzentrationen aber zu sehr geringen Aktivitätswerten 
führte, wären größere Mengen gereinigten Enzyms nötig gewesen, um eine in dieser Hinsicht 
zweifelsfreie Aussage treffen zu können. Für andere Braunalgen liegen keine vergleichbaren 
Untersuchungen vor. Jedoch zeigten JOHNSTON und RAVEN (1989) für die PEPCK aus 
Ascophyllum nodosum, dass eine Aktivierung der Carboxylierungsaktivität des Enzyms durch 
Präinkubation (10-15 min) mit Mn2+ allein oder in Verbindung mit HCO3
- bzw. ADP 
hervorgerufen werden kann. In einem entsprechenden Versuchsansatz konnte diese Eigenschaft 
für das Enzym aus Ectocarpus jedoch nicht nachgewiesen werden. 
Ein weiterer Faktor, der einen Vergleich von Km-Werten erschwert, ist die Änderung der 
Eigenschaften des Enzyms, die sich bei unterschiedlichen Extraktions- und Reinigungsverfahren 
ergeben. 
Wie die PEPCK höherer Pflanzen (BURNELL, 1986; CHEN et al.,2002) zeigt auch das Enzym aus 
E. siliculosus und anderen Braunalgen eine absolute Abhängigkeit von Mn2+-Ionen und ADP 
(Akagawa et al., 1972; JOHNSTON und RAVEN, 1989; BUSCH, 1998; CABELLO-PASINI et al., 
2000), obwohl zumindest die Enzyme einiger höherer Pflanzen auch GTP nutzen können, dann 
allerdings eine verminderte Aktivität aufweisen (WALKER und CHEN, 2002). Bei dem Enzym aus 
E. siliculosus konnte ADP nicht durch GDP ersetzt werden (ohne Abbildung). 
Im Vergleich zu der durch Aussalzchromatographie teilgereinigten PEPCK zeigt das nahezu 
reine Enzym aus E. siliculosus eine ca. 4-fach höhere Affinität zu CO2. Demgegenüber ergibt 
sich sowohl für den Km-Wert für PEP als auch für den für ADP kein nennenswerter Unterschied. 
Als Ursache für die erhöhte Affinität fast reiner PEPCK zu CO2 könnte eine mit der 
Aufreinigung verbundene Entfernung von Komponenten gesehen werden, die mit dem Enzym 
im grob vorgereinigten Extrakt interagieren und so die Bindung zu CO2 erschweren. 
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Beim Vergleich der Km-Werte für die PEPCK aus anderen Braunalgen ergeben sich 
insbesondere für den Wert von CO2/HCO3
- z. T. gravierende Unterschiede (siehe Tab. 4.1). Zwar 
verursachen bei Blütenpflanzen weder die unter bestimmten Extraktionsbedingungen 
hervorgerufene Phosphorylierung des N-terminalen Endes der PEPCK noch der Verlust dieses 
Phosphatrests eine Änderung der Affinität des Enzyms zu CO2 (WALKER et al., 2002), es ist aber 
nicht auszuschließen, dass durch Proteolyse hervorgerufene Proteinänderungen die Affinität der 
PEPCK zu ihren Substraten beeinflußt. Auch ist eine Veränderung der Affinität allein aufgrund 
von unterschiedlichen Oxidations- bzw. Reduktionszuständen des Enzyms denkbar. So ist 
beispielsweise auch der Wert für die spezifische Aktivität der PEPCK höherer Pflanzen stark 
vom Oxidationszustand der SH-Gruppen des Enzyms abhängig (CHEN et al., 2002). Dies 
erschwert den Vergleich der spezifischen Aktivität der PEPCK aus unterschiedlichen 
Organismen. Tendenziell erscheint die spezifische Aktivität der PEPCK höherer Pflanzen mit 
30-60 U/mg Protein wesentlich (bis zu 200-fach) über den Werten des Enzyms von Braunalgen 
(auch E. siliculosus) zu liegen (BURNELL, 1986; WALKER et al., 2002; JOHNSTON und RAVEN, 
1989; KERBY und EVANS, 1983b). Ob diese Diskrepanz als Ergebnis einer Inaktivierung während 
der Extraktion zu sehen ist, ist offen. 
 
 
4.3 Immunologische Verwandtschaft der PEPCK 
 
Für gereinigte PEPCK aus E. siliculosus zeigte sich nach elektrophoretischer Trennung im SDS-
Acrylamidgel eine Bande im Bereich von 62 kDa sowie eine zweite, prominentere bei 18 kDa. 
Im mittels SDS-PAGE getrennten und auf PVDF-Membran geblotteten Rohextrakt aus E. 
siliculosus konnten beide Banden mit einem Antikörperserum gegen das 18 kDa Polypeptid 
detektiert werden. Die gleichzeitige Detektion einer ca. 23 kDa großen Bande (Abb. 3.19) kann 
nicht als PEPCK-spezifisch gewertet werden, da diese im Gegenstz zu den beiden anderen auch 
auftrat, wenn die Inkubation mit Präimmunserum durchgeführt wurde. 
In Immunpräzipitationsstudien wurde auch die native PEPCK durch den Antikörper gegen das 
18 kDa Polypeptid erkannt (Abb. 3.16). Dass die Immunpräzipitation der PEPCK nicht 
gleichzeitig auch zur Hemmung der enzymatischen Aktivität führte, legt den Schluss nahe, dass 
das Epitop, an welches der Antikörper spezifisch bindet, nicht im bzw. nicht in funktioneller 
Nähe des katalytischen Zentrums des Enzyms liegt. Die Bindung des Antikörpers löste offenbar 
auch keine Konformationsänderungen des Enzyms aus, die die katalytische Funktion der PEPCK 
beeinträchtigte. 
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Versuche, die PEPCK aus E. siliculosus mit Hilfe eines Antikörpers gegen das Enzym aus dem 
C4-Gras Urochloa panicoides (hergestellt von FINNEGAN und BURNELL, 1995) im Immunoblot 
nachzuweisen, schlugen fehl (siehe Abb. 3.12 Spur 4). Als Ursache wurde zunächst eine zu 
geringe Homologie der PEPCK aus Braunalgen und der höherer Pflanzen vermutet. 
Dies gilt nicht grundsätzlich für alle Enzyme, denn sowohl die große als auch die kleine 
Untereinheit der Rubisco aus E. siliculosus  waren mit einem Antikörper gegen das Enzym aus 
Spinat in Immunoblotversuchen nachzuweisen. Dabei ist jedoch zu berücksichtigen, dass 
Rubisco im Gegensatz zu vielen anderen Enzymen als stark konserviertes Protein auftritt. So 
erhielten auch CABELLO-PASINI et al. (2001) mit einem Antikörper gegen Rubisco aus Zea mays 
bei allen getesteten Arten der Chlorophyta, Rhodophyta, Anthophyta sowie auch Phaeophyta 
eine Kreuzreaktion mit einem 56 kDa großen Poypeptid (entsprechend der großen Untereinheit 
der Rubisco). Gleichzeitig ergaben aber Tests, bei denen ein Antikörper gegen die PEPCK der 
Diatomee Skeletonema costatum eingesetzt wurde, Kreuzreaktionen ausschließlich mit 
Polypeptiden aus Braunalgen. Die Ursache dafür liegt wohl weniger, wie die Autoren 
vermuteten, in einem Fehlen der PEPCK bei Chloro- und Rhodophyten. - Auch wenn KREMER 
und KÜPPERS (1977) bei verschiedenen Arten beider Algenstämme keine nennenswerten 
PEPCK-Aktivitäten nachweisen konnten, wurden in späteren Untersuchungen beträchtliche 
Mengen an PEPCK in der Grünalge Udotea flabellum gefunden (REISKIND et al., 1988). Auch in 
einigen Rotalgen wurde in späteren Studien PEPCK nachgewiesen (HOLBROOK et al., 1988; 
ISRAEL et al., 1991).- Vielmehr lassen diese Untersuchungen darauf schließen, dass sich die 
PEPCK der Phaeophyceen strukturell z.T. entscheidend von den Enzymen aus anderen 
Algenklassen sowie denen höherer Pflanzen, die eine phylogenetisch nahe Verwandtschaft zu 
Grünalgen aufweisen, unterscheiden. Auch in den Experimenten dieser Arbeit reagierte der 
Antikörper gegen das 18 kDa-Polypeptids der PEPCK aus E. siliculosus nicht mit Polypeptiden 
im Rohextrakt aus Mais, Spinat und Kalanchoë (ohne Abbildung). 
Dass dennoch eine gewisse strukturelle Verwandtschaft besteht, zeigen neuere Untersuchungen 
von WALKER UND CHEN (2002), in denen ein Antikörper gegen die PEPCK aus dem C4-Gras 
Panicum maximum mit einem 62 kDa Polypeptid aus Rohextrakt von Fucus serratus, Fucus 
vesiculosus sowie Laminaria saccharina kreuzreagierte. Aufgrund der Größe von 62 kDa des 
einzig detektierten Polypeptids schlossen die Autoren, dass das Braunalgenenzym nicht die N-
terminale Extension besitzt, die typisch für das Enzym aus Blütenpflanzen ist (WALKER et al., 
1995). Für letzteres konnte, wie bereits erwähnt, gezeigt werden, dass unter bestimmten 
Extraktionsbedingungen (pH < 9, ohne Zugabe von SDS) sein N-terminales Ende (ca. 12 kDa) 
abgespalten wird (WALKER et al., 1997). Da WALKER und CHEN (2002) keine detaillierten 
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Angaben über die Extraktion der von ihnen in den Immunoblotversuchen eingesetzten 
Braunalgenextrakten machten, ist ein direkter Vergleich mit den in dieser Arbeit erlangten 
Erkenntnissen über die PEPCK aus E. siliculosus schwierig. Dennoch erhärten ihre Ergebnisse 
den hier abgeleiteten Schluss, dass das 18 kDa-Polypeptid als Abbauprodukt des 62 kDa-
Polypeptids der PEPCK aus E. siliculosus anzusehen ist. 
Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass trotz der Übereinstimmung 
grundlegender funktioneller Charakteristika die strukturellen Unterschiede der (ATP-) PEPCKs 
verschiedener Spezies von Algen und höheren Pflanzen zum Teil erheblich sein können. So ist 
das Ausbleiben immunchemischer Reaktionen bei Einsatz eines bestimmten Antikörpers darauf 
zurückzuführen, dass entweder das entsprechende Antigen in dem untersuchten Organismus 
nicht vorkommt, oder aber, dass grundlegende Divergenzen bezüglich der Epitope der 
untersuchten Proteine bestehen. 
 
 
4.4 Molekularbiologische Untersuchungen 
 
Ausgehend von isolierter RNA aus E. siliculosus sollte mittels reverser Transkription und 
anschließender Amplifikation der cDNA durch 3'-RACE-PCR die für die PEPCK und das ME 
der Alge codierende DNA ermittelt werden. Aufgrund fehlender DNA-Sequenzinformationen - 
auch von anderen Braunalgen - mußten dabei degenerierte Primer eingesetzt werden, die von 
einem Aminosäuresequenzabschnitt des N-Terminus des 18 kDa- sowie des 62 kDa-Polypeptids 
der PEPCK aus E. siliculosus abgeleitet wurden (siehe 3.9). Trotz zahlreicher Variationen in der 
Zusammensetzung des PCR-Reaktionsansatzes sowie in der Annealing- und Elongations-Zeit 
und -Temperatur konnte nur mit dem GSP P62-Primer ein spezifisches ca. 1,1 kb großes Produkt 
amplifiziert werden. Dieses scheint jedoch aufgrund zu geringer Größe nicht für das 62 kDa-
Polypeptid der PEPCK, sondern ein anderes Protein zu kodieren. Vergleiche in Datenbanken 
(3.10) lassen keine Rückschlüsse darauf zu, für welches Protein die isolierte DNA codieren 
könnte. 
Als Grund für das Ausbleiben eines PEPCK-spezifischen Produkts in den PCRs sind 
verschiedene Ursachen denkbar. Generell besteht die Möglichkeit, dass die codierende RNA in 
den Zellen nur in sehr geringen Mengen vorliegt, und deshalb die Gefahr eines Verlustes im 
Verlauf der Extraktion sehr hoch ist. Außerdem ist nicht auszuschließen, dass die Transkription 
der entsprechenden RNA einer tageszeitabhängigen Rhythmik unterliegt und sie nur zu 
bestimmten Tages- oder Nachtzeiten in der Zelle auftritt. Da die Aktivität sowohl der PEPCK als 
4 Diskussion 
   
100
auch des NADP+-Malat-Enzyms aus E. siliculosus ihr Aktivitätsmaximum in der Mittagszeit 
zeigten (BUSCH UND SCHMID, 2001), wurde die Extraktion der RNA stets kurz vor Mittag 
durchgeführt. 
Um auszuschließen, dass RNA-Sekundärstrukturen während der Reversen Transkription mit 
MMLV-RT nicht vollständig aufgeschmolzen wurden - dies würde zu unvollständig 
synthetisierter cDNA führen und ein Binden des genspezifischen Primers in der anschließenden 
PCR verhindern -, wurde neben der reversen Transkription mit MMLV-RT auch eine Reverse 
Transkription in einem hier nicht näher erläuterten Versuchsansatz unter Einsatz von Tth DNA-
Polymerase durchgeführt. Diese bietet im Gegensatz zur MMLV-RT die Möglichkeit, die 
Reverse Transkription bei 60°C (im Gegensatz zu 42°C mit der MMLV-RT) durchzuführen und 
somit auch hartnäckige Sekundärstrukturen der RNA aufzulösen (INNIS, 1988). Doch auch unter 
Einsatz der so erhaltenen cDNA entstand in den anschließenden 3'-RACE-PCR-Reaktionen kein 
spezifisches Produkt. 
Das Hauptproblem stellt hier sicher der Einsatz von degenerierten Primern dar. Hierdurch ließen 
sich nur Näherungswerte für die Annealingtemperatur in der PCR verwenden. Leider blieb auch 
bei der Wahl unterschiedlicher Annealing-Temperaturen (im Gradienten-Cycler) die Bildung 
eines spezifischen Produktes aus. 
Als Alternative der dargelegten Methode zur Suche nach spezifischen Genen kommt das 
Erstellen und anschließende Screenen rekombinanter DNA-Banken in Frage. Diese Methode 
wurde aufgrund des in der Regel größeren Zeitaufwandes für die Durchführung nicht gewählt. 





Die Lokalisation der PEPCK in den Zellen von E. siliculosus erfolgte unter Einsatz des 
Antikörpers gegen das 18 kDa-Polypeptid der PEPCK dieser Alge. Dabei ergab sich eine 
intensive indirekte Immunfluoreszenz (ausschließlich) in den mit den Chloroplasten der Alge 
assoziierten Pyrenoiden (Abb. 3.24a). (Die intensivste Markierung ergab sich dann, wenn die 
Chloroplasten aufgebrochen vorlagen und die Antikörper direkt in die Matrix diffundieren 
konnten.) Dieses Ergebnis stimmt grundsätzlich mit den durch Immunogold-
Lokalisationsstudien gewonnenen Daten für die Diatomee Skeletonema castatum überein. Die 
PEPCK dieser Mikroalge wurde ebenfalls in den Pyrenoiden, zusätzlich aber auch im Stroma 
entlang der Thylakoide des Chloroplasten lokalisiert (CABELLO-PASINI et al., 2001). Derselbe 
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Antikörper lokalisierte PEPCK außerdem in den Chloroplasten der pyrenoidlosen Alge 
Laminaria setchellii (CABELLO-PASINI et al., 2001). Auch REINFELDER et al. (2000) fanden nach 
subzellulärer Fraktionierung 75% der PEPCK-Aktivität der Diatomee Thalassiosira weissflogii 
mit den Chloroplasten assoziiert. In einem parallelen Versuchsansatz wurde auch für Rubisco als 
rein chloroplastidärem Enzym ein ähnlicher Wert ermittelt, woraufhin geschlossen wurde, dass 
möglicherweise die gesamte PEPCK im Chloroplasten vorliegt. JOHNSTON et al. (2001) 
vermuteten jedoch, dass diese Werte durch die beträchtlichen Kontaminationen in den 
Zellfraktionen zustandekamen. 
Anders als in den angeführten Algen scheint das Vorkommen der PEPCK vaskulärer Pflanzen 
ausschließlich auf das Cytosol beschränkt (LEEGOOD und AP REES, 1978; KU et al., 1980). Zwar 
wurde in früheren Studien von der Lokalisation in Chloroplasten und Mitochondrien berichtet 
(RATHNAM und EDWARDS, 1975), diese Annahmen erwiesen sich jedoch aufgrund von später 
diagnostizierten Problemen mit der angewendeten Zell-Fraktionierungstechnik als nicht 
zutreffend (KU, 1980). 
Auch in der Grünalge Udotea flabellum wurden beträchtliche Mengen PEPCK nachgewiesen  
(1-3 Units PEPCK pro Gramm Frischgewicht; REISKIND et al., 1988). Aufgrund von 
Inhibitionsstudien mit 3-Mercaptopikolinsäure wurde vermutet, dass die PEPCK in dieser Alge 
sowohl als Carboxylase (Cytosol) als auch als Decarboxylase (im Chloroplasten) fungieren 
könnte (REISKIND und BOWES, 1991). In späteren immunhistochemischen Studien wurde das 
Enzym jedoch wie bei höheren Pflanzen ausschließlich im Cytosol nachgewiesen (REISKIND und 
BOWES, 1995). Ob es dabei von Bedeutung ist, dass der bei diesen Untersuchungen verwendete 
Antikörper (gegen PEPCK von Urochloa panicoides, von J. Burnell bereitgestellt) unter Einsatz 
cytosolischer PEPCK aus höheren Pflanzen erzeugt worden war, ist unklar. Derselbe Antikörper 
zeigte in der vorliegenden Arbeit keine spezifischen Kreuzreaktionen mit Rohextraktproteinen 
aus E. siliculosus. Aus den dargelegten Ergebnissen kann somit geschlossen werden, dass 
entweder unterschiedlich lokalisierte Isoenzyme der PEPCK in marinen Algen existieren oder 
aber dass sich das chlorophytische und das chromophytische Enzym strukturell grundlegend 
unterscheiden. 
Weiterführende Immunfluoreszens-Experimente ergaben, dass wie die PEPCK, auch die Rubisco 
von E. siliculosus in den mit den Plastiden assoziierten Pyrenoiden lokalisiert vorliegt. Im 
restlichen Chloroplasten ergab sich kein entsprechendes Rubisco-spezifisches Signal (siehe 
3.4.2). Das gleiche Resultat zeigte sich bei der Braunalge Pylaiella littoralis, die ei- bis 
linsenförmige Chloroplasten mit ebenfalls gestielten Pyrenoiden besitzt. Diese Beobachtungen 
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deuten darauf hin, dass bei beiden Arten unter den gegebenen Kulturbedingungen neben der 
PEPCK auch zumindest der überwiegende Anteil der Rubisco im Pyrenoiden vorliegt. 
Im Gegensatz zu E. siliculosus liegen für Pylaiella littoralis detaillierte Untersuchungen zur 
Proteinzusammensetzung der chlorophyllfreien Pyrenoide vor. Diese besagen, dass die Rubisco 
den Hauptanteil des pyrenoidalen Proteins stellt (KERBY und EVANS, 1978; 1981). Diese 
Eigenschaft erwies sich nicht als auf Phaeophyceen beschränkt, sondern konnte auch bei 
Vertretern anderer Algenstämme - beispielsweise zahlreicher Chlorophyceen wie Eremosphera- 
und Chlamydomonas-Arten - nachgewiesen werden (KUCHITSU et al., 1991; OKADA, 1992). Für 
Chlamydomonas konnte außerdem gezeigt werden, dass Mutanten mit einer Deletion im Gen, 
welches für die große Untereinheit der Rubisco codiert, keine Pyrenoide ausbilden (RAWAT et 
al., 1996). In unabhängig voneinander durchgeführten Immunolokalisations-Studien schwankte 
der Anteil der Rubisco in den Pyrenoiden von Chlamydomonas reinhardtii zwischen 5 % (SÜSS 
et al., 1995) und 99 % (LACOSTE-ROYAL und GIBBS, 1087; MORITA et al., 1997). Erst spätere 
Untersuchungen zeigten, dass die CO2-Verhältnisse, unter denen die Algen angezogen wurden, 
entscheidend für den in den Pyrenoiden lokalisierten Anteil der Rubisco waren (BORKHSENIOUS 
et al., 1998; MORONEY UND CHEN, 1998). So fand sich der überwiegende Anteil der Rubisco in 
den Pyrenoiden, wenn die Algen unter niedrig-CO2-Bedingungen angezogen worden waren. 
Auch für die hier untersuchten Zellen von E. siliculosus ist unter den gegebenen 
Kulturbedingungen von einer Anzucht unter niedrig-CO2-Verhältnissen auszugehen. Ob auch bei 
den filamentösen Phaeophyceen, wie E. siliculosus und P. littoralis, der Rubisco-Gehalt der 
Pyrenoide vom CO2-Angebot abhängt, bleibt zu überprüfen. Klarheit darüber würden 
Immunlokalisationsversuche mit unter seriell unterschiedlichen CO2-Bedingungen angezogenen 
Zellen verschaffen. 
 
Untersuchungen mit E. siliculosus und P.littoralis zeigten im Rahmen dieser Arbeit, dass die 
Lichtintensität als ein entscheidender Faktor bezüglich der Expression sowohl der PEPCK als 
auch der Rubisco zu sehen ist. So waren nach dreiwöchiger Kultur unter Schwachlicht (0,15 
Wm-2) die PEPCK in E. siliculosus und die Rubisco in P. littoralis nicht mehr detektierbar. Für 
die Rubisco von E. siliculosus zeigte sich eine deutliche Abschwächung der Immunfluoreszenz 
(verglichen mit unter "Normalbedingungen" (1,5 Wm-2) angezogenen Zellen). Zellen, die für 
weitere zwei Wochen unter Schwachlicht kultiviert worden waren, zeigten eine zusätzliche 
Abschwächung der Immunfluoreszenz. Eine ähnliche Beobachtung wurde für die Rubisco der 
Grünalge Dunaliella tertiolecta gemacht (LIN und CARPENTER, 1997). Bei relativ hohen 
Lichtintensitäten (91 µmol Photonen m-2s-1) zeigten hier 98% der Zellen Immunfluoreszenz der 
4 Diskussion 
   
103
Rubisco in distinkten Pyrenoiden, während unter niedrigen Lichtintensitäten (15 µmol Photonen 
m-2s-1) nur noch bei 70-80% der Zellen Pyrenoide nachgewiesen werden konnten. Zwar wurde 
vermutet, dass die Rubisco bei im Schwachlicht angezogenen Zellen im übrigen Chloroplasten 
verteilt vorliegt, dies wurde jedoch nicht dokumentiert. Unabhängig davon wurde der Nachweis 
einer solchen lichtintesitätsabhängigen Verteilung der Rubisco zwischen Pyrenoid und 
Chloroplastenstroma für den Dinoflagellaten Amphidinium carterae erbracht (JENKS und GIBBS, 
2000). Während unter moderaten Lichtintensitäten von 80 µmol·m-2·s-1 über 70% der Rubisco im 
Pyrenoiden lokalisiert vorliegt, konnte bei unter Schwachlicht (20 µmol m-2·s-1) angezogenen 
Zellen nur 37 % der gesamten chloroplastidären Rubisco im Pyrenoiden nachgewiesen werden. 
Die restlichen 63 % verteilten sich auf die Thylakoidregionen des Chloroplasten. 
Eine vergleichbare Veränderung im Verteilungsmuster der Rubisco scheint für E. siliculosus 
unter den hier gewählten Bedingungen nicht vorzuliegen. Vielmehr sprechen die Ergebnisse 
dieser Arbeit für eine verminderte Expression des Enzyms im Schwachlicht. Es scheint 
außerdem sehr unwahrscheinlich, dass aufgrund unterschiedlichen Eindringens des Antikörpers 
der Nachweis des Enzyms im Pyrenoiden, nicht aber im Chloroplasten gelingt (dies gilt auch für 
den Nachweis der PEPCK). Zum einen nicht, weil Pyrenoid wie Chloroplast vom gleichen Satz 
an Chloroplastenmembranen umgeben sind (EVANS, 1966). Zum anderen konnte auch in 
aufgebrochenen Chloroplasten, in denen das Stroma frei zugänglich vorlag, keine 
Immunfluoreszenz nachgewiesen werden. 
In dieser Arbeit wurde nicht untersucht, ob bei E. siliculosus eine Verlagerung der Rubisco 
innerhalb kürzerer Zeitspannen (< drei Wochen) oder auch als Folge einer tageszeitabhängigen 
Rhythmik auftritt. Beispielsweise konnten OSAFUNE et al., (1990) für synchronisierte Euglena 
gracilis-Kulturen mittels Immunogold-Markierung zeigen, dass während der Dunkelphase die 
Pyrenoide verschwinden und die Rubisco über den gesamten restlichen Chloroplasten verteilt ist, 
während in der Lichtphase eine Neubildung Rubisco-gefüllter Pyrenoide stattfindet. Sehr 
ähnliche Beobachtungen wurden auch für C. reinhardtii gemacht (OSAFUNE et al., 1997).  
Generell ist aufgrund der Colokalisation von PEPCK und Rubisco in den Pyrenoiden von E. 
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4.6 Ist der Pyrenoid ein Teil des CCM ? 
 
Wie bei der Grünalge Dunaliella tertiolecta und dem Dinoflagellaten Amphidinium carterae 
(siehe oben) konnte auch für E. siliculosus eine lichtabhängige Änderung der Rubisco-
Konzentration in den Pyrenoiden nachgewiesen werden. Für A. carterae wurde diese Eigenschaft 
als Teil eines für diesen Dinoflagelaten postulierten CO2-Konzentrierungsmechanismus (CCM) 
interpretiert (JENKS und GIBBS, 2000). 
Seit einiger Zeit werden Pyrenoide hinsichtlich einer möglichen Funktion in einem CCM 
(kontrovers) diskutiert (BADGER et al., 1998; MORONEY und SAMANCHI, 1999; THOMS et al., 
2001). Auslösend dafür war die Identifizierung von Carboxysomen als zentralem Kompartiment 
cyanobakterieller CCMs (BADGER und PRICE, 1992; PRICE et al., 1998; KAPLAN et al., 1998). 
Analog zur Lokalisation der Rubisco in den Pyrenoiden zahlreicher eukaryotischer Algen ist 
nämlich in Cyanobakterien die Rubisco als zentrales Enzym des CCM in den Carboxysomen 
lokalisiert (MCKAY und GIBBS, 1991). Selbst für Lebermoose (Anthocerotophyta) wurde eine 
direkte Korrelation zwischen dem Auftreten Rubisco-gefüllter Pyrenoide und einer 
gleichzeitigen CCM-Aktivität nachgewiesen (HANSON et al., 2002). Die Existenz von CCMs in 
aquatischen Systemen und ihr Beitrag zur Photosynthese war bereits Thema zahlreicher 
Untersuchungen (BADGER et al., 1998; KAPLAN und REINHOLD, 1999). Jedoch liegt der 
Schwerpunkt dieser Arbeiten auf Cyanobakterien und einigen wenigen im Süßwasser lebenden 
"grünen" Mikroalgen (SPALDING, 1998; BADGER und SPALDING, 2000; BADGER et al., 2002). Für 
sie konnte gezeigt werden, dass die Induktion eines CCM im Allgemeinen durch geringe CO2-
Konzentrationen ausgelöst wird, wie sie beispielsweise auch im Oberflächenwasser mariner 
Systeme auftreten. Hohe CO2-Konzentrationen im umgebenden Medium ( 1% CO2 in der 
Gasphase) führten dagegen in der Regel zur Unterdrückung des CCM (SPALDING UND PORTIS, 
1985; BEARDALL et al., 1998). Wie anhand von Synechococcus-Mutanten gezeigt werden 
konnte, kann aber auch eine Fehllokalisation der Rubisco in Zellen zu einem nur sehr schwach 
ausgebildeten CCM führen (ORÚS et al., 1995; SCHWARZ et al., 1995). Das Gen, über welches 
die Kontrolle der Induktion eines CCM in Chlamydomonas reinhardtii bei entsprechender CO2-
Verfügbarkeit erfolgt, wurde kürzlich von FUKUZAWA et al. (2001) charakterisiert. Die meisten 
Spezies eukaryotischer Algen, für die bislang ein CCM nachgewiesen werden konnte, verfügen 
über Pyrenoide (BADGER et al., 1998). Demgegenüber existieren frei-lebende Arten von 
Chloromonas, die zwar klare Anzeichen eines CCM zeigen, jedoch keine Pyrenoide besitzen 
(MORITA et al., 1998; 1999). 
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Wie THOMS et al. (2001) anhand eines Rechen-Modells darlegten, sind Pyrenoide nicht obligat 
für das Betreiben eines CCM. Es wurde gezeigt, dass - wie im Fall der Chloromonadophyceen 
und Chrysophyceen - das Vorliegen einer Gürtellamelle sowie von vier den Chloroplasten 
umgebende Membranen ausreichend für die Funktionsfähigkeit eines CCM sind. Jedoch stellten 
sie auch heraus, dass Pyrenoide allgemein die Effektivität eines CCM stark erhöhen können. 
Für E. siliculosus ist bekannt, dass die Zellen im Rotlicht intern Ci akkumulieren (HILLRICHS und 
SCHMID, 2001; SCHMID und HILLRICHS, 2001). Man weiß außerdem, dass die CO2-Akquisition in 
dieser Alge unter der Beteiligung externer und interner Carboanhydrasen (SCHMID und DRING, 
1996a) sowie direkter Hydrogencarbonat-Aufnahme erfolgt (SCHMID, 1998). Demgegenüber ist 
unklar, welche Komponenten dieses CCMs an der blaulichtinduzierten Freisetzung von CO2 aus 
dem Pool beteiligt sind. Es sind zwei Fälle einzelliger Algen bekannt, in denen Komponenten 
des CCM unter der Kontrolle von Blaulicht stehen. Für Chlamydomonas reinhardtii wurde eine 
extrazelluläre Carboanhydrase nachgewiesen, die einer spezifischen Blaulicht-Aktivierung 
unterliegt (DIONISIO et al., 1989). Ferner konnte für die Grünalge Monoraphidium braunii eine 
entsprechende  Blaulicht-aktivierte Hydrogencarbonat-Pumpe nachgewiesen werden (GIRÁLDEZ 
et al., 1998).  
Für E. siliculosus wurde aufgrund von Inhibitionsstudien mit Acetazolamid (als nicht Membran-
permeablem Carboanhydrase-Inhibitor) und Ethoxyzolamid (als Membran-permeablem 
Carboanhydrase-Inhibitor; MORONEY et al., 1985) eine Blaulicht-Abhängigkeit sowohl der 
extrazellulären als auch der intrazellulären Carboanhydrase ausgeschlossen (SCHMID, 1998; 
SCHMID und HILLRICHS, 2001). 
Auf der Basis dieser Befunde wurde über die Beteiligung einer Blaulicht-regulierten 
intrazellulären Protonenpumpe am Ci-Akquisitionsmechanismus der Alge spekuliert. Die 
Beteiligung einer solchen Pumpe würde unter anderem erklären, warum DCMU - als Inhibitor 
photosynthetischen Elektronentransports - eine Akkumulation von Ci im Rotlicht unterbindet 
(SCHMID UND HILLRICHS, 2001). 
 
SCHMID und HILLRICHS (2001) schlugen für E. siliculosus einen Mechanismus der Ci-
Acquisition vor, mit dem durch die Aktivität einer entsprechenden Protonenpumpe eine pH-
Wert-Erniedrigung innerhalb eines spezifischen intrazellulären Kompartiments - beispielsweise 
der Vakuole - erzeugt werden sollte. Sie postulierten, dass dieser Absenkung des pH-Wertes eine 
Verschiebung des HCO3
-/CO2-Gleichgewichtes in Richtung von CO2 folgen würde. CO2 sollte 
daraufhin mit dem Konzentrationsgradienten aus der Vakuole zum Ort der Photosynthese 
diffundieren, wo es für Metabolisierungsprozesse bereitstünde. 
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Abweichend von dieser Vorstellung wurden in dieser Arbeit jedoch nicht die Vakuole, sondern 
die Pyrenoide von E. siliculosus als saure Zellkompartimente identifiziert (siehe 3.6). Überträgt 
man jedoch den von HILLRICHS und SCHMID (2001) postulierten Mechanismus der 
blaulichtabhängigen Protonenpumpe auf die Pyrenoide, ließe sich ihre Beteiligung an der Ci-
Akquisition der Alge wie folgt erklären: Wie oben dargelegt ist davon auszugehen, dass eine pH-
Wert-Erniedrigung in den Pyrenoiden durch Blaulicht zu einer Verschiebung des HCO3
-/CO2-
Gleichgewichts in Richtung von CO2 führt. CO2 läge dadurch in höheren Konzentrationen als im 
Außenmedium vor und stünde sowohl der in den Pyrenoiden lokalisierten Rubisco als auch der 
PEPCK als Substrat direkt zur Verfügung. Durch die Verschiebung des CO2/HCO3
--
Gleichgewichtes kommt es zu einem lokalen Absinken der HCO3
--Konzentration in den 
Pyrenoiden, die durch Diffusion aus dem Stroma der Plastiden und dem Cytosol wieder 
ausgeglichen werden muß. Es entsteht damit ein auf die Pyrenoide gerichteter HCO3
--"Sog", der 
zumindest einen treibenden Teil des CO2-Akquisitionsmechanismus darstellen könnte. Ein mit 
den Pyrenoiden gekoppelter Mechanismus der Ci-Akquisition macht Sinn, insbesondere auch 
deshalb, weil die Rubisco ausschließlich hier lokalisiert ist. 
Ob tatsächlich eine an der Pyrenoidmembran lokalisierte Protonenpumpe, die zudem einer 
Blaulicht-Regulation unterliegen soll, an der Bildung eines solchen CCMs beteiligt ist, bleibt 
nachzuweisen. Dazu könnten beispielsweise Versuche unter Einsatz spezifischer Ionophoren, die 
die Aktivität von Protonenpumpen unterbinden, durchgeführt werden. Dabei wäre zu erwarten, 
dass eine Inhibierung dieser Pumpen eine Erhöhung des pH-Wertes bewirken und damit den 
blaulichtabhängigen Teil der CO2-Akquisition blockieren würde. Die nachgewiesene CDFFDA-
spezifische Fluoreszenz innerhalb der Pyrenoide müßte demnach abgeschwächt auftreten oder 
aber völlig wegfallen. Ferner könnten Rotlichtexperimente klären, ob die Protonenpumpe einer 
Blaulichtkontrolle unterliegt. Geht man davon aus, dass die Protonenpumpe durch Blaulicht 
aktiviert wird und ausschließlich eine Ansäuerung innerhalb der Pyrenoide verursacht, sollte 
diese Ansäuerung im Rotlicht fehlen. In einem entsprechenden Versuchsansatz dürften demnach 
im Rotlicht angezogene Zellen von E. siliculosus erst nach Gabe von BL-Pulsen eine 
Ansäuerung in den Pyrenoiden zeigen. Der Einsatz der bisher verwendeten Oregon Green® 488 
Carbonsäure ist für dieses Experiment jedoch ungeeignet, weil dieser Fluoreszenzfarbstoff mit 
Blaulicht (bei 488nm) angeregt werden muss und so eine Untersuchung unter reinen 
Rotlichtbedingungen unmöglich macht. Ein entsprechender Fluoreszenz-Farbstoff, der für die 
Lokalisation acider Zellkompartimente geeignet wäre und durch längerwelliges Licht ( 520 nm) 
angeregt wird, ist derzeit nicht käuflich zu erwerben. Desweiteren erwies sich der Einsatz von 
Neutralrot als Indikator saurer Zellbereiche für die Zellen von E. siliculosus als ungeeignet, da 
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Neutralrot unspezifisch in der gesamten Zelle akkumuliert (ohne Abbildung). Diese 
zellübergreifende Markierung ist möglicherweise darauf zurückzuführen, dass Neutralrot sich 
über Wasserstoffbrückenbindungen an die in der Alge in großen Mengen auftredenden 
polyphenolischen Verbindungen anlagert (siehe dazu auch GROLIG und WAGNER, 1987). 
 
 
4.7 Die Rolle der PEPCK in E. siliculosus 
 
Die Zahl der Studien zur Lokalisation der PEPCK in Algen ist gering. Dadurch ist die 
Möglichkeit eines Vergleichs der Rolle der PEPCK in E. siliculosus mit der in anderen Algen 
sehr beschränkt. In E. siliculosus findet sich das Enzym - wie in der Kieselage S. costatum 
(CABELLO-PASINI et al., 2001) - in den Pyrenoiden. Für beide Arten, wie auch für Laminaria 
setchellii, bei der die PEPCK im Stroma der pyrenoidlosen Chloroplasten detektiert wurde, wird 
klar, dass PEPCK und Rubisco direkt nebeneinander lokalisiert sind. Unter der Voraussetzung, 
dass beide Enzyme in aktiver Form vorliegen, muss man demnach davon ausgehen, dass sie um 
CO2 als Substrat ihrer Carboxylierungsreaktion konkurrieren. Dass die Rubisco in den 
Pyrenoiden katalytisch aktiv vorliegt, wurde zum einen aus der co-Lokalisation von Rubisco und 
Rubisco-Aktivase in den Pyrenoiden von Chlamydomonas reinhardtii und Coleochaete scutata 
sowie zahlreicher Lebermoose geschlossen (MCKAY et al., 1991; MCKAY und GIBBS, 1991). 
Zum anderen erschien die Rubisco (ähnlich wie bei E. siliculosus) in photsynthetisch aktiven 
Zellen von Chlorella pyrenoidosa und Euglena gracilis  ausschließlich auf die Pyrenoide 
beschränkt zu sein (MCKAY und GIBBS, 1989; OSAFUNE et al., 1990).  
Zwar ist zu vermuten, dass auch die PEPCK von E. siliculosus in den Pyrenoiden in aktiver 
Form vorliegt, jedoch ist eine Feinregulierung unter bestimmten Bedingungen in der Zelle nicht 
auszuschließen. Beispielsweise wäre eine Regulation der Aktivität beider Enzyme über 
Veränderungen der pH-Bedingungen im Pyrenoiden denkbar. Während das pH-Optimum der 
PEPCK mariner Braunalgen um pH 7.0 schwankt (siehe Tabelle 4.1), erreicht die Rubisco ihr 
Aktivitätsmaximum bei einem pH-Wert 8 (JENSEN und BAHR, 1977, JOHNSTON, 1991). Der pH-
Wert des Stromas der Chloroplasten schwankt zwischen 7.2 in Dunkelheit und 8.0 während der 
Photosynthese (WERDAN et al., 1975; FLÜGGE et al., 1980). Deshalb postulierten CABELLO-
PASINI et al. (2001) für Laminaria setchellii, dass die Rubisco in den Chloroplasten ihre größte 
Aktivität während des Tages zeigt, während die der PEPCK auf die Nacht beschränkt bliebe. 
Tatsächlich konnte auch für die Rubisco aus Braunalgen eine circadiane Rhythmik mit dem 
Maximum während der Mittagsstunden nachgewiesen werden (KREMER, 1981a).  
4 Diskussion 
   
108
Für E. siliculosus scheint eine solche tageszeitabhängige Verschiebung der Aktivitätsmaxima 
von Rubisco und PEPCK jedoch nicht vorzuliegen, denn hier zeigt die circadiane Aktivität der 
PEPCK ihr Maximum ebenfalls um die Mittagszeit (BUSCH und SCHMID, 2001). Messungen zur 
circadianen Rhythmik der Aktivität von Rubisco liegen für Ectocarpus allerdings nicht vor; die 
Photosynthese zeigt aber deutlich tagesrhythmische Aktivitätsmaxima ebenfalls um die 
Mittagszeit (SCHMID und DRING, 1992) und damit zeitgleich mit den Maxima der nicht an der 
Photosynthese beteiligten PEPCK. 
Zudem wurden die Pyrenoide der Alge unter Einsatz von CDFFDA als saure Kompartimente 
identifiziert (zumindest während der Lichtphase; siehe 3.6). Bei diesen 
Lokalisationsexperimenten ergaben sich innerhalb der Pyrenoide jedoch stark unterschiedlich 
fluoreszierende Regionen, die auf einen uneinheitlichen pH-Wert des Stromas im Pyrenoiden 
schießen lassen. Darüber, ob solche pH-Unterschiede mit der Aktivität von PEPCK und Rubisco 
in Verbindung stehen, oder ob sie struktureller Natur sind, kann zur Zeit nur spekuliert werden.  
 
Während sich die Frage zur Funktion des Malat-Enzyms in Braunalgen derzeit als völlig 
ungeklärt darstellt, existieren hier zumindest einige Erklärungsansätze zur Rolle der PEPCK. 
Eine Beteiligung beider Enzyme an einem biochemischen pH-Stabilisierungsmechanismus (im 
Cytosol) ist generell denkbar (DAVIES, 1986), erscheint jedoch im Hinblick auf die Lokalisation 
der PEPCK im Pyrenoid eher unwahrscheinlich. Außerdem würde ein solcher 
Regulationsmechanismus voraussetzen, dass das pH-Optimum des Malat-Enzyms aus E. 
siliculosus mehr im sauren pH-Bereich liegt (SAKANO, 1998, siehe oben). 
Für Braunalgen konnten außer der Aktivität der PEPCK keine (oder nur sehr geringe) 
Aktivitäten weiterer ß-Carboxylasen wie PEPC, PEP-Carbotransphosphorylase und Pyruvat-
Carboxylase nachgewiesen werden (AKAGAWA et al., 1972; KREMER und KÜPPERS, 1977; 
KERBY und EVANS, 1983b; KREMER, 1981a als Übersichtsartikel). Dies führte zu der weit 
verbreiteten Annahme, dass ausschließlich die PEPCK für die lichtunabhängige CO2-Fixierung 
in Phaeophyceen verantwortlich ist, zumal Muster lichtunabhängiger CO2-Fixierung signifikant 
mit der PEPCK-Aktivität in einigen Laminarien korrelieren (KÜPPERS und KREMER, 1978; 
CABELLO-PASINI und ALBERTE, 2001). Für die lichtunabhängige CO2-Fixierung im Meristem 
von Laminaria hyperborea konnte sogar ein Anteil von bis zu 85 % der Photosyntheserate 
nachgewiesen werden (KREMER, 1981b). Desweiteren wurde für Laminaria hyperborea und 
Laminaria digitata eine direkte Beteiligung der lichtunabhängigen CO2-Fixierung an der 
Mobilisierung von Mannitol (dem Speichermetabolit der Braunalgen) im Dunkeln gezeigt 
(KREMER, 1981a; 1984). Diese ist in den späten Wintermonaten besonders stark. Dass die 
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lichtunabhängige CO2-Fixierung jedoch nicht auf die Dunkelheit beschränkt ist, konnte u. a. für 
Ascophyllum nodosum gezeigt werden, wo eine höhere ß-Carboxylierung im Licht nachgewiesen 
wurde (JOHNSTON UND RAVEN, 1998). 
Nachdem für E. siliculosus eine circadiane Rhythmik der PEPCK-Aktivität mit dem Maximum 
um die Mittagszeit nachgewiesen wurde (BUSCH UND SCHMID, 2001), erscheint eine dem Enzym 
in Laminarien vergleichbare Funktion eher unwahrscheinlich. Zudem unterliegt die 
Mobilisierung von Mannitol in Seetangen einem jahreszeitlichen Rhythmus mit einem 
Aktivitätspeak im Frühjahr. Unter anderem aufgrund der geringen Speicherkapazität der 
Zellfäden von Ectocarpus scheint es zweifelhaft, dass eine vergleichbare saisonabhängige 
Mobilisierung von Speichermetaboliten auch für diese Art relevant sein könnte. 
Überdies konnte in einer späteren Untersuchung von CABELLO-PASINI und ALBERTE (2001) in 
verschiedenen Braunalgen, darunter auch Laminaria setchellii, eine ausgeprägte Kopplung 
zwischen Photosyntheserate und lichtunabhängiger CO2-Fixierung nachgewiesen werden. 
Deshalb wurde vermutet, dass die lichtunabhängige CO2-Fixierung weniger von 
Speichermetaboliten, als vielmehr von 3-Phospoglycerinsäure aus dem Calvin-Zyklus gespeist 
wird. Außerdem wurde aus den geringen Verhältnissen der lichtunabhängigen CO2-Fixierung zur 
maximalen Photosyntheserate geschlossen, dass es wahrscheinlicher ist, dass die 
lichtunabhängige CO2-Fixierung eher der Synthese von organischen Säuren sowie Aminosäuren 
dient ( anaplerotische Funktion), als dass sie zum Abbau von Speichermetaboliten beiträgt. 
Wie oben diskutiert scheinen auch bei E. siliculosus lichtunabhängige CO2-Fixierung und 
Photosynthese zeitgleich abzulaufen. Eine Beteiligung der PEPCK an Vorgängen, die zum 
Auffüllen des Citrat-Zyklus dienen, ist daher auch hier denkbar. Dies setzt jedoch voraus, dass 
sich die Aktivitäten von PEPCK und Rubisco nicht gegenseitig behindern. 
Die PEPCK in Braunalgen teilt einige entscheidende Charakteristika mit dem Enzym aus 
höheren Pflanzen und Grünalgen (insbesondere ADP / ATP- und Mn2+-Abhängigkeit, pH-
Optimum, 3-Mercaptopikolinsäure-Inhibierung). Dennoch deuten grundlegende Unterschiede 
wie die intrazelluläre Lokalisation sowie die molekulare Masse des nativen Proteins darauf hin, 
dass die Enzyme Produkte einer divergenten Entwicklung sind, ausgehend von einem 
gemeinsamen evolutionären Ursprung. 




In der filamentösen Braunalge Ectocarpus siliculosus liegen die Enzyme PEPCK und das 
NADP+-Malat-Enzym mit hohen Aktivitäten vor. Eine Beteiligung beider Enzyme an einem für 
die Alge vorgeschlagenen C4/CAM-Metabolismus wurde fraglich, nachdem zum einen nicht alle 
der für einen vollständigen Zyklus benötigten Enzyme nachgewiesen werden konnten und zum 
anderen die beteiligten Metaboliten in vivo in zu geringen Konzentrationen vorlagen, um für den 
postulierten Speichermetaboliten von CO2 in Frage zu kommen. Von diesen Schlussfolgerungen 
ausgehend stellte sich verstärkt die Frage nach der Funktion der mit solch hohen Aktivitäten in 
der Alge auftretenden Enzyme. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEPCK) und die 
decarboxylierende NADP+-Malatdehydrogenase (Malat-Enzym; NADP+-ME) aus der 
filamentösen Braunalge Ectocarpus siliculosus gereinigt. Die native PEPCK hatte unter den 
gewählten Bedingungen eine relative molekulare Masse von 90 kDa. Nach Denaturierung in der 
SDS-PAGE zeigte sich ein 62 kDa- sowie ein prominenteres 18 kDa-Polypeptid (gelegentlich 
trat zusätzlich ein 30 kDa-Polypeptid auf). Für das native NADP+-ME wurde eine relative 
molekulare Masse von 440 kDa bestimmt. In der SDS-PAGE zeigte sich ein einzelnes 56 kDa-
Polypeptid, und es wurde geschlossen, daß das Enzym als Oktamer in den Zellen vorliegt.  
Für die PEPCK wurden die Substratabhängigkeiten in Richtung der Carboxylierungsreaktion 
bestimmt. Dabei ergaben sich für CO2, PEP und ADP normale Michaelis-Menten-Kinetiken mit 
den Km-Werten 1,46 mM (CO2), 0,5 mM (PEP) und 0,23 mM (ADP). Auch für die 
Decarboxylierungsreaktion des MEs zeigte sich mit Malat eine normale Michaelis-Menten-
Kinetik (Km 0,36 mM). Im Falle des NADP
+ wurde das Vorliegen positiver Kooperativität mit 
einem Hill-Koeffizienten von 2,74 nachgewiesen. Dies deutet darauf hin, daß das Enzym über 
mindestens drei Bindungsstellen für NADP+ verfügt. 
Die Polypeptide der PEPCK wurden nach der SDS-PAGE ansequenziert und von den Sequenzen 
degenerierte Primer abgeleitet. Von Poly-A+-RNA bzw. Gesamt-RNA wurden jeweils cDNA 
hergestellt und die Primer für die 3'-RACE-PCR verwendet. Dabei entstand nur mit dem Primer 
für das 62 kDa-Polypeptid ein spezifisches Produkt. Dieses ist jedoch zu kurz und es handelt sich 
hier mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht um PEPCK. Seine Sequenz zeigt keine Homologien zu 
bekannten Phosphoenolpyruvat-Carboxykinasen. 
Das gereinigte ME war N-terminal blockiert und entzog sich dem Ansequenzieren. Ein Primer, 
der aus Konsensussequenzen von NADP+-Malat-Enzymen höherer Pflanzen abgeleitet wurde, 
ergab in der 3'-RACE-PCR kein spezifisches Produkt.  
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Antikörper gegen PEPCK bzw. ME von höheren Pflanzen reagierten in Immunoblotversuchen 
nicht mit den spezifischen Polypeptiden aus E. siliculosus. Deshalb wurden spezifische 
Antikörper gegen die denaturierten Polypeptide der Alge hergestellt. Nach der Immunisierung 
von Kaninchen ergab sich nur gegen das 18 kDa Polypeptid der PEPCK ein brauchbarer 
Antikörper. Dieser reagierte sowohl mit dem 18 kDa, als auch mit dem 62 kDa-Polypeptid der 
PEPCK.  
In Immunolokalisationsstudien mit diesem Antikörper wurde die PEPCK in den Pyrenoiden der 
Alge nachgewiesen. Parallel dazu wurde auch die Rubisco (mit einem Antikörper gegen das 
Enzym aus Spinat) in den Pyrenoiden lokalisiert. Bei Lokalisationsversuchen mit beiden 
Antikörpern in Pylaiella litoralis konnte nur Rubisco nachgewiesen werden, hier ebenfalls in den 
Pyrenoiden. 
Bei der fluoreszenzmikroskopischen Färbung mit Oregon Green® 488 Carbonsäure konnten die 
Pyrenoide von E. siliculosus als saure Kompartimente identifiziert werden. Diese Eigenschaft 
dürfte, im Zusammenhang mit der strengen Lokalisation der Rubisco in den Pyrenoiden der 
Zellen, eine zentrale Rolle im Ci-Akquisitionsmechanismus von E. siliculosus spielen. Die 
Lokalisation der PEPCK in direkter Nachbarschaft zur Rubisco deutet auf eine anaplerotische 
Rolle in den Zellen der Alge hin. 
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